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ATE NT COOPERATION TRE 



PCT/EP97/03187 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 


To: ! 

United States Patent and Trademark 

\J\i\QQ 

(Box PCT) 
Crystal Plaza 2 j 
Washinaton, DC 2023 f 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its calpacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
27 January 1998 (27.01.98) 


International application No. 
PCT/EP97/03187 


Applicant's or agent" s file reference 
G7116 


International filing date (day/month/year) 
18 June 1997 (18.06.97) 


Priority date (day/month/^ear) 
25 June 1996 (25.06.91) 


Applicant 

SCHUBERT, Roland et al | — 1 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

[>(] in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

12 January 1998(12.01.98) 



| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X| was 



□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or. where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





Authorized officer 




The International Bureau of WIPO 


C6line Faust 




34, chemin des Colombettes 




1211 Geneva 20, Switzerland 

Fjir.cimile No.: (41 -221 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83,38 




1 — = 1856414 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



^| Copy for the Elected Office (EO/US) 

TOTENT COOPERATION TRE 



PCT/EP97/03187 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative instructions, Section 422) 



Date of mailing (day/month/year) 
27 January 1998 (27.01.98) 



To: 



MAIWALD, Walter 
Maiwald GmbH 
Poccistrasse 11 t 
D-80336 Munchen 
ALLEMAGNE \ 



Applicant's or agent" s file reference 
G 7116 



IMPORTjANT fJOTIFICATION 




International application No. 
PCT/EP97/03187 

1. The following indications appeared on record concerning 
□ the applicant □ the inventor 

Name and Address 
MAIWALD, Walter 
Maiwald & Partner 
Poccistrasse 11 
D-80336 Munchen 
Germany 



[X] the agent 

□ 

State of Nationality 



the common representative 

State of Residence 



Telephone No. 

(089) 74 72 66-0 



Facsimile No. 

(089)77 64 24 



TeleprinteriNo. 



Name and Address 
MAIWALD, Waiter 
Maiwald GmbH 
Poccistrasse 11 
D-80336 Munchen 
Germany 



3. Further observations, if necessary: 



State of Nationality 



State of Residence 



Telephony No. 

(089) 74 72 66-0 



Facsimile iNo. 

(089) 77 64 24 



Teleprinter No. 



4. A copy of this notification has been sent to: 

| X] the receiving Office 

| | the International Searching Authority 

[~X| the International Preliminary Examining Authority 

The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20. Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 
Form PCT/IB/306 (March 1994) 



| [ the designated Offices concerned 
Q<J the elected Offices concerned 

□ 



other: 



Authorized officer 

C6line Faust 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



001856417 



4 



0 



4 



PCT/EP97/03187 



PATENT COOPERATION TREATY 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 



NOTIFICATION CONCERNING 
DOCUMENT TRANSMITTED 



Date of mailing (day/month/year) 

04 February 1999 (04.02.99) 



International application No. 
PCT/EP97/03187 



Applicant 



To: 



United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 



International filing date (day/month/year) 

18 June 1997 (18.06.97) 



GSF - FORSCHUNGSZENTRUM FUR UMWELT UND GESUNDHEIT GMBH et al 



The International Bureau transmits herewith the following documents and number thereof: 

copy of the English translation of the international preliminary examination report (Article 36(3)(a)) 





Authorized officer 




The International Bureau of WIPO 


C. Carrie 




34, chemin des Colombettes 




1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 


002462597 



Form PCT/IB/310 (July 1992) 



rRE^Y 



PATENT COOPERATION Tl 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
G7116 



International application No. 

PCT/EP97/03187 



See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION p reliminar y Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 



International filing date {day/month/year) 
18 June 1997 (18.06.1997) 



Priority date (day/month/year) 

25 June 1996 (25.06.1996) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/82, C12Q 1/68, A01H 5/00 



Applicant 



GSF - FORSCHUNGSZENTRUM FUR UMWELT UND GESUNDHEIT 



Th, .ntemaUonal prehminary exanunat.on report has been prepared by this Intema.onal Penary Exarcining 

Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

4 sheets, including this cover sheet. 



This REPORT consists of a total of 4_ 

a Kv AMMFXFS i e sheets of the description, claims and/or drawings which have 

(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PC 1 ). 



These annexes consist of a total of. 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 



I 


12SJ 


n 


□ 


m 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


vn 


□ 


vm 


□ 



Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Date of submission of the demand 

12 January 1998 (12.01.1998) 



Name and mailing address of the IPEA/EP 
European Patent Office 
D-80298 Munich, Germany 

Facsimile No. 49-89-2399-4465 



Date of completion of this report 

17 September 1998 (17.09.1998) 



Authorized officer 
Telephone No. 49-89-2399-0 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



ftternational application No. 

PCT/EP97/03187 



I. Basis of the report 



j— | the international application as originally filed. 



the description, pages . 

pages . 
pages . 
pages 



1 -36 



_ , as originally filed, 
, filed with the demand, 
tiled with the letter of 
filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-37 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, tiled with the letter of 

filed with the letter of 



| | the drawings, 



sheets/fig . 
sheets/fig . 
sheets/tig . 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
filed with the letter of 



| 2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

[ | the description, pages . 

\ | the claims, Nos. 



[ | the drawings, sheets/fig 



01 07.1998 



of) the amendments had not been made since they have been considered 



3- □ wJa^^^ 1 ^ 



I 4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/LPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



jl^^natTonal application No. 
PCT/EP 97/03187 



V Reasoned*^ 

citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-37 


YES 


NO 


1 - 4, 8 - 10, 15 - 18, 23 - 37 


YES 


5, 6, 7, 11 " 14, 19, 20, 21, 22 


NO 


1-37 


YES 


NO 



2. 



Citations and explanations 

1. This report refers to the following search report 
citation (D) : 

Dl: Doktorarbeit Universitat Hohenheim, Stuttgart 
XP 002045218, December 1994 

2 claims 1 to 3 concern a specific promoter fragment 

which consists of the base pairs -270 to -430 of the 
stilbene synthase gene 



That fragment is responsible 
for ozone-induced gene expression in plants (ozone- 
responsive DNA sequence region) . 

That DNA section is novel and inventive with respect 
to the relevant document, Dl. 

Although Dl also describes shortened forms of the 
Vst-1 promotor (page 90, Table 11) which are fused 
with the GUS gene, those forms do not consist 
specifically of the selected -430 to -270 region, 
but still contain the region downstream of -280 to 
the beginning of the stilbene synthase gene promotor 
sequence . 

Dl also does not indicate that the region between 
-430 and -270 might be responsible for the 
regulation by ozone. 

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



ational application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT I PC T/EP 97/03187 

Therefore homologous fragments derived therefrom and 
having the same function are also acceptable (Claim 
4) . 

The same applies to dependent Claims 15 to 18 and 
23, process Claims 24 to 33 and use Claims 34 to 36. 

Claim 5 is indeed novel over Dl because it- excludes 
certain deletion regions. 

However, on the basis of the teaching of Dl, that 
claim is not inventive. The claimed promotor region 
includes the promotor region of the stilbene 
synthase gene Vstl from the grapevine, at least the 
region upstream of -270 being absent. These promotor 
constructs differ from deletion mutant -280 of Dl 
(page 31, Figure 13, and page 90, Table 11) by 10 
bp . 

Dl already discloses that the promotor region 
downstream of -280 is responsible for pathogen 
inducibility (page 122, paragraph 3, lines 1 to 3)., 
A promotor fragment which is thus only 10 bp shorter 
than the one described and has no special effect in 
comparison with the already known promotor fragment 
cannot be considered inventive. Both the claimed 
promotor and the one described in Dl are namely 
pathogen-inducible and neither promotor is per se 
ozone-regulatable. The promotor region described in 
Dl (-280 downstream) is thus functionally no 
different from the claimed promotor, and so they can 
be considered equivalent. The determination of an 
inherent property of subject matter which was 
already obvious cannot render this subject matter 
either novel or inventive. 

The same applies to dependent Claims 6, 7, 11 to 14, 
19, 20, 21 and 22. 

However, an inventive step is involved in a use of 

FormPCT/LPEA/409 (BoxV) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



^^national application No. 
PCT/EP 97/03187 



the promotor (Claim 37) and a process (Claims 24 to 
33, cf . point 2) . 

4. The subjects of Claims 8 to 10 can be differentiated 
from the "chimeric" nucleic acids described in Dl 
(page 90, Table 11) . Although they also contain at 
least parts (fragments) of the -430 to-270 region, 
the deletion mutants of Dl contain 3' regions, while 
this is excluded with the nucleic acids of Claims 8 
to 10. Therefore novelty and inventive step are 
substantiated, as in point 2 above. 



Form PCT/IPEA/409 (BoxV) (January 1 994) 




PCT 09/202634 

internationalerrecherchenbericht' 09 / 7 n ; 3<t 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

G 7116 


... g .-r gPC e siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des intemationalen 

WEITERES R^cherchenberichts (FormHatt PCT/ISA/220) sowie, sowert 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/03187 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

18/06/1997 


(FrQhestes) Fnontaisaaium ( iasrmw«ra«»/ 

25/06/1996 


Anmelder 

GSF-FORSCHUNGSZENTRUM FUR L 


IMWELT & et al. 



Oieser Internationale Recherchenbericht wurde von der ^^^jf^^ 
Artikel 18 Qbermittelt. Eine Kopie wird dem Intemationalen BOro Qbermittelt. 



□ Bestlmmte Anspruche haben slch als nlcht recherchlerbar erwiesen (siehe Feld I). 
2. □ Mangeinde Elnhettllchkett der Erflndung(siehe Feld II). 

3 [7] in der intemationa-en Anmeldung ist e.n ProtoKo.. ^ncau^uenzoffenbart; die intense 

m Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzproto tolls durchgef Qhrt, 

[v] das zusammen mit der intemationalen Anmeldung eingereicht wurde. 
n das vom Anmelder getrennt von der intemationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 



□ 



das von der 



Intemationalen Recherchenbeh6rde in die ordnungsgemSBe Form Qbertragen wurde. 



4 Hinsichtlich der Bezeichnung der Erflndung 

Q[] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
□ W urde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt 



5 Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 



51 
□ 



wurde der Wortlaut nach Rege. 38.2b) in der ^'ja^-^^^^SS: nach 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verflffentlichen: 
Abb Nr Q wie vom Anmelder vorgeschlagen 



weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
□ weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



| | keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/21 0 (Blatt 1) (Juli 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/03187 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENST ANDES 

IPK 6 C12N15/82 C12Q1/68 A01H5/0G 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder naeh der nationalen Klassifikation undder IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprfrfstoff (Klassifikationssystem und Klassrfikationssymbole ) 

IPK 6 C12N C12Q A01H 



Reoherchierte aber nicht zum MindestprOfstoff gehOrende Veroffentlichungen, soweit diese urrter die reeherehierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsulliette elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. vetwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie° Bezeichnung der Veroffentliehung, soweit erfoideriich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspmch Nr. 



FISCHER R. : "Optimierung der heterologen 
Expression von Sti lbensynthasegenen fur 
den Pflanzenschutz" 

Dezember 1994 , DOKTORARBEIT UNIVERSITAT 

HOHENHEIM , STUTTGART XP0O2O45218 

in der Anmeldung erwahnt 

* siehe das ganze Dokument, bes. S. 90/91, 

115 Z. 10-15, 121-24 



"Biochemical plant 



1-22 



ROSEMANN D. ET AL.: 
responses to ozone" 
PLANT PHYSIOLOGY, 
Bd. 97, Nr. 4, Dezember 1991, 
Seiten 1280-1286, XP002045215 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 
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■/-■ 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe An hang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentttchungen 
"A" Veroffentliehung, die den allgemeinen Stand der Technik def iniert, 
aber nicht ats be senders bedeutsam anzusehen ist 
alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum ver6ffentlicht worden ist 
"L" Veroffentliehung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruoh zweifelhafter- 
scheinen zu I ass en, oder dutch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentliehung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefOhrt) 

"O" Veroffentliehung, die sich auf eine mQndliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaRnahmen bezieht 

"P" Veroffentliehung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, ~ u ~- — 
dem beanspruohten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



nach 



T* Spatere Veroffentliehung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben tst 

*X" Veroffentliehung von besonderer Bedeutung; die beanspruohte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentliehung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkert beruhend betrachtet werden 

•Y" Veroffentliehung von besonderer Bedeutung; die beanspruohte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentliehung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentliehung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



30.0ktober 1997 



Absendedatum des internationalen Recherchenberiohts 



J 1. 11. 97 



Name und Postanschrift der Internationalen RecherchenbehOrde 
Europaisohes Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Kania, T 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/03187 



C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie° Bezeichnung der Verflffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



KANGASJARVI ,J. ET AL.: "Plant defence 
systems induced by ozone" 
PLANT, CELL AND ENVIRONMENT, 
Bd. 17 1994 

Sei ten' 783-794, XP002045216 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 

SCHUBERT R. ET AL. : "An ozone-responsive 
region of the grapevine resveratrol 
synthase promoter differs from the basal 
pathogen-responsive sequence" 
PLANT MOLECULAR BIOLOGY, 
Bd. 34, Nr. 3, Juni 1997, 
Sei ten 417-426, XP002045217 
siehe das ganze Dokument 
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Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blalt 2) (Juti 1992) 



Seite 2 von 2 



PATENT 



PERATION TREATY 



09/20263^ 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



WO 97/49823 
PCT/EP97/03187 



PCT 

NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE 
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 

(PCT Rule 47.1(c), first sentence) 



Date of mailing (day/month/year) 

31 December 1997 (31.12.97) 



To: 








MAIWALD, Walter 
M^iwairi & Partner 








I MACWALO & PARTNER 
| Pateotanwaiv - "-—n! Atpm* 




Poccistrasse 1 1 
D-80336 Munchen 


9. JAM. 1998 




ALLEMAGNE 










1 FRIST _ 















Applicant's or agents file reference 
G 7116 


IMPORTANT NOTICE 


International application No. 
PCT/EP97/03187 


International filing date Iday month year) 

'18 June 1997 (18.06.97) 


Priority date (day month. year) 

25 June 1996 (25.06.96) 


Anolica nt 

GSF - FORSCHUNGS2ENTRUM FUR UMWELT UNO GESUNDHEIT GMBH et al 



1. Notice is hereby given that the lnte.nat.on.,. B...ta. .us co.nmumc,^!. » »,cv„deci »> Artic'* .20 the .nternat.ona. appl.cat.on 
to the following designated Offices on me date moicmed .wove » the <ute o» m.,,,,,,., of tms Notice. 
AU,BR,CA,CN,EP,ILJP,KP.KR.NO.PL,SK.US 

In accordance with Rule 47.1(c). th.rd sentence, those Offices will accept the p.esent Not.ce as conclusive evidence that 
he commun?caCn o" the international appl.cat.on has dulv taken place on the date of ma.luuj indicated aoove and no copy 
of the international applicat.on .s reau.red to be furnished bv the applicant to the designated Off.ceisi- 

2 The following designated Offices have waived the recti... ement for such a communication at this time: 

AL AM AP AT AZ BA,BB f BG,BY,CH,CU.CZ,DE,DK.EA.EE.ES,FI,GB.GE.HU,lS, KE,KG,KZ,LC,LK. 
LR!LsiT,LU,LV,MD,MG.MK.MN < MW,MX,NZ,OA,PT,RO,RU,SD,SE,SG,SI,TJ,TM / TR # TT,UA,UG.UZ. 

^communication will be made to those Offices only upon their request Furthermore, those Offices do not require the 
applicant to furnish a copy of the international application (Rule 49.1 (a-bisl). 

3. Enclosed with this Notice is a copy of the international application as published by the International Bureau on 
31 December 1997 (31.12.97) under No. WO 97-49823 

REMINDER REGARDING CHAPTER II (Article 31(2){a) and Rule 54.2) 

If the aoolicant wishes to postpone entry into the national phase until 30 months (or later in some OfficesHrom the priority 
date a demand for ir^mation.° preliminary examination must be filed with the competent Internat.onal Preliminary 
Examining Authority before the expiration of 19 months from the priority date. 
It is the applicant's sole responsibility to monitor the 19-month time limit. 

Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has the 
right to file a demand for international preliminary examination. 

REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39(1)) 

If the applicant wishes to proceed with the international application in the national phase, he must, within 20 months 
or 30 m6nto™£\lw>°some Offices, perform the acts referred to there.n before each designated or elected Office. 
For further important information on the time limits and acts to be performed for entering the national phase, see the 
Anne!! to Fo3ct"b,301 (Notification of Rece.pt of Record Copy) and Volume II of the PCT Applicant s Guide. 





Authorized officer 




The International Bureau of WIPO 


J. Zahra 




34, chemin des Colombettes 




1211 Geneva 20. Switzerland 






Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (41-22) 338.83.38 


1 01 



Form PCT/IB/308 (July 1996) 



Continuation of Form PCT/IB/3Q8 

TOE !SUS22!SI1S, T !? E APPL,CANT OF THE COMMUNICATION OF 
THE INTERNATIONAL APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 



WO 97/49823 
PCT/EP97/Q3187 



Data of mailing (day/month/year) 
31 December 1997 (31.12.97) 

Applicant's or agent's file reference 
G7116 



IMPORTANT NOTICE 



international application No. 
PCT/EP97/03187 



dec.aration that the app.icant does noS % ma* ^anJendments ^ r6CeiVed nellher SUCh •«"•"<■•"•*. nor 'a 



Form PCT/18/308 (continuarion sheet) (July 1996) 



1818923 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENAR 

GEBIET DES PATENTWESENS 



09/202634 

F DEM 



PCT 

INTERN ATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelder s oder Anwalts 
G 7116 


u/CITCDCe wrtD^cLJCM siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERfcS VORGcntN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP97/03187 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) Priority date (Tag/Monat/Jahr) 
1 8/06/1 997 25/06/1 996 


Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N 15/82 


Anmelder 

GSF-FORSCHUNGSZENTRUM FOR UMWELT & et al. 



1 . Dieser international vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Pruf ung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser Behorde 
vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 6 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 
Prioritat 



II 


□ 


lit 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
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Europaisches Patentamt 
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Formblatt PCT/IPEA/40S (Deckblatt) (Januar 19S4) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/031 87 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthaiten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-36 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1 -37 eingegangen am 



01/07/1998 mit Schreiben vom 01/07/1998 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Griinden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 
Neuheit (N) 



Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 1 -37 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 1-4,8-10,15-18,23-37 

Nein: Anspruche 5,6,7,11-14,19,20,21,22 

Ja: Anspruche 1 -37 
Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt FCT/lPEA/409 (Felder l-Vltt. Blatt V) (Januai 1994} 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/031 87 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

1 . In diesem Bescheid wird das folgende, im Recherchenbericht zitierte Dokument 
(D) genannt;: 

D1 : Doktorarbeit Universitat Hohenheim, Stuttgart XP 002045218, Dezember 
1994 

2. Die Anspruche 1-3 beziehen sich auf ein spezifisches Promotorfragment, daB aus 
den Basenpaaren -270 bis -430 des Stilbensynthasegens besteht. Dieses 
Fragment ist fur die Ozon-induzierte Genexpression in Pflanzen verantwortlich 
(Ozon-responsiver DNA Sequenzbereich). 

Dieser DNA Abschnitt ist im Hinblick auf das relevante Dokument D1 neu und 
erfinderisch. 

D1 beschreibt zwar ebenfalls verkurzte Formen des Vst-1 Promotors (Seite 90, 
Tabelle 11), welche mit dem GUS-Gen fusioniert sind. Diese Formen bestehen 
aber nicht spezifisch aus dem ausgewahlten Bereich -430 bis -270, sondern 
enthalten immer die Region stromabwarts von -280, bis zum Anfang der 
Promotorsequenz des Stilbensynthasegens. 

Aus D1 geht auch nicht hervor, daB der Bereich zwischen -430 und -270 fur die 
Regulierung durch Ozon verantwortlich sein konnte. 
Somit sind auch davon abgeleitete homologe Fragmente mit der gleichen 
Funktion gewahrbar (Anspruch 4). 

Das Gleiche gilt fur die davon abhangigen Anspruche 15-18 und 23, die 
Verfahrensanspruche 24-33, sowie fur die Verwendungsanspruche 34-36. 

3. Der Anspruch 5 ist zwar durch das AusschlieBen bestimmter Deletionsbereiche 
gegeniiber D1 neu. 

Dieser Anspruch ist jedoch aufgrund der Lehre von D1 nicht erfinderisch. Der 
beanspruchte Promotorbereich umfaBt die Promotorregion des 
Stilbensynthasegens Vst1 aus der Weinrebe, wobei mindestens der Bereich 
stromaufwarts von -270 fehlt. Diese Promotorkonstrukte unterscheiden sich von 
der Deletionsmutante -280 aus D1 (Seite 31, Abb. 13 und Seite 90, Tabelle 11) 
urn 10 bp. 

Aus D1 ist bereits bekannt, daB der Promotorbereich stromabwarts von -280 fur 
die Pathogeninduzierbarkeit verantwortlich ist (Seite 122, 3. Absatz, Zeilen 1-3). 



Formblatt PCT/Beiblatt/405 (Blatl 1) (EPA- April 1SS7) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/031 87 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Ein Promotorfragment, daB also nur 10 bp kurzer ist als das beschriebene und 
keine besondere Wirkung im Vergleich zum bereits bekannten Promotorfragment 
aufweist, kann nicht als erfinderisch angesehen werden. Sowohl der 
beanspruchte Promotor als auch der in D1 beschriebene sind namlich 
pathogenindizierbar und beide Promotoren sind per se nicht ozonregulierbar. Der 
in D1 beschriebene Promtorbereich (-280 stromabwarts) ist also funktionell nicht 
von dem beanspruchten Promotor zu unterscheiden, sie sind somit als Equivalent 
anzusehen. Die Bestimmung einer inharenten Eigenschaft eines bereits 
nahegelegten Gegenstandes kann diesen Gegenstand weder neu noch 
erfinderisch machen. 

Das Gleiche gilt fur die davon abhangigen Anspruche 6, 7, 11-14, 19, 20, 21 und 
22. 

Eine erfinderische Tatigkeit liegt jedoch vor in einer Verwendung des Promotors 
(Anspruch 37) oder in einem Verfahren (Anspruche 24-33, siehe Punkt 2). 

4. Die Anspruche 8-10 sind von den "chimaren" Nukleinsauren die in D1 (Seite 90, 
Tabelle 11) beschrieben sind unterscheidbar. Diese enthalten zwar ebenfalls 
zumindest Teile (Fragmente) des Bereichs -430 bis -270, jedoch umfassen die 
Deletionsmutanten aus D1 3" Bereiche, wahrend dies bei den Nukleinsauren der 
Anspruche 8-10 ausgeschlossen ist. Neuheit und erfinderische Tatigkeit 
begrundet sich also ebenso wie in Punkt 2 (siehe oben). 



mblatt FCT/Beiblatt/409 (Eiatt 2) (EPA-Apfil 1997) 



MAIWALD GMBH 



PCT/EP97/03187 
GSF / BAYER AG 

01. Juii 1998 

Neue Ansprtlche 1-37 

L Die pflanzliche DNA-Sequenz: 
ACTTTTCGAG CCCCTTGAAC TGGAAATTAA TACATTTTCC ACTTGACTTT 
TGAAAAGGAG GCAATCCCAC GGGAGGGAAG CTGCTACCAA CCTTCGTAAT 
GTTAATGAAA TC^AAGTCAC TCAATGTCCQ AATTT C AAAC CTCANCAACC 
CAATAGCCAA T. 

2. DNA-Sequenz gemali Anspruch 1, die aus Weinrebe n/itis vinifera^ stammt. 

3. DNA-Sequenz gemlB Anspruch 1 oder 2, die in dem Stilbensynthase-Gen Vstl 
natUrlicherweise eathalten iat und den Basenpaaren -270 bis -430 entspricht. 

4. DNA-Sequenz, die zu der DNA-Sequenz gemSfl einem der Ansprtlche 1-3 eine 
Sequenzidentitfit von mindestens 40%, insbesondere von mindestens 60%, aufweist und in 
der Lage ist, eine Ozon-induzierbare Genexpression zu vermitteln, oder die ein Derivat 
oder eine allelische Variante der DNA-Sequenz gemfifl einem der Ansprtlche 1-3 ist und 
sich von dieser Sequenz durch natUrlicherweise auftretende oder kllnstiich eingefiihrte 
Variadonen, wie Deletionen, Insertionen, Substitutionen, Additionen, Rekombinationen, 
unterscheidet und in der Lage ist eine Ozon-induzierbare Genexpression zu vennitteln. 

5. Promoterregion des StitbensynOiasegens Vstl aus Weinrebe, der mindestens die 
DNA-Sequenz gem&B Anspruch 1 fehlt, ausgenommen eine Promotorregion, die nur aus 
den 3 1 von Basenpaar -140 oder von Basenpaar -40 liegenden Basenpaaren besteht und in 
Fusion mit dem Reportergen p-Glucuronidase aus E. colt vorliegt 

6. Promoterregion gem&fi Anspruch 3, die nur den Sequenzbereich vom 
Translationsstart bis Basenpaar -270 umfaflt. 
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7. Promoterregion gemaB Anspruch 5 oder 6, die noch eine Palhogen-induzierte 
Genexpression in Pflanzenzellen vermittelt. 

8. Chimare Nukleinsauremolekule, in die eine DNA-Sequenz gemaQ einem der 
Ansptlche 1 bis 4 oder mindestens ein Fragment davon eingefUhrt wurde, das in der Lage 
ist, eine Ozcm-Lnduzierbare Genexpression zu vermitteln, ausgenommen Nukleinsfiure- 
molektUe, die den im Vstl-Promotor naturlicherweise 3* von der Sequenz nach Anspruch 1 
liegenden Vstl-PTomotorbereich zusaramen mit dieser Sequenz umfassen. 

9. Chimare Nukleinsauremoleiale gemaB Anspruch 8, die eine Ozon-induzierbare 
Expression der in ihnen enthattenen kodieienden Regionen in Pflanzen erraoglichen. 

10. Vektoren, welche die DNA-Sequenz, eine Promoterregion oder ein chimares 
NukleinsSuremolektll gemalJ einem der vorangehenden AnsprOcbe, oder Teile davon 
enthalten. 

11. Transgene Pflanzen, die die DNA-Sequenz, eine Promoterregion oder ein 
chimares Nukleirtsauremolekule gemaB einem der vorangehenden Anspruche, sowie Teile 
dieser Pflanzen und deren Vermehrungsmaterial, wie Protoplasten, Pflanzenzellen, Kalli, 
Samen, Knollen oder Stecklinge, usw., sowie die Nachkommen dieser Pflanzen. 

12. Transgene Pflanzen, die aufgrund des Fehlens der (im nattlrlichen Zustand 
vorhandenen") DNA-Sequenz 

ACTTTTCGAG CCCCTTGAAC TGGAAATTAA TACATTTTCC ACTTGACTTT 
TGAAAAGGAG GCAATCCCAC GGGAGGGAAG CTGCTACCAA CCTTCGTAAT 
GTTAATGAAA TCAAAGTCAC TCAATGTCCG AATTTCAAAC CTCANCAACC 
CAATAGCCAA T 
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oder aufgrund des Feblens mindestens eines Fragmentes davon keine Ozon-indu2ierbare 
Expression des natttrlicherweise Ozon-induzierbaren Gens mehr aufweisen, 

13. Pflanzen geraafl Anspruch 12, in denen die Ozon-induzierbare Expression von 
fCrankheitsresistenzgenen stark reduziert ist 

14. Pflanzen gemftB Anspruch 12 odcr 13, in denen die Ozon-induzierbare 
Expression von Stilbensynthasegenen, insbesondere des Vstl-Gens aus Weinrebe stark 
reduziert ist. 

15. Pflanzen gemafl Anspruch 11, in denen aufgrund der EinfUhrung der DNA- 
Sequenz gerniUi einern der Ansprilche 1 bis 4 oder mindestens eines Fragmentes davon 
eine Ozon-induzierbare Genexpression eines natilrlichenveise nicht liber diese DNA- 
Sequen2 verftigenden Gens stattfinden kann, 

16. Pflanzen gemafl Anspruch 15, in denen Ozon-induzierbare Expression von 
solchen Genen stattfinden Tcann, deren Genprodukte in Pflanzenzellen in der Lage sind, 
reaktive Sauerstoffspezies zu entgiften, 

17. Pflanzen gemafi Anspruch 15 oder 16, in denen Ozon-induzierbare Expression 
von Katalase- oder Superoxiddismutase-Genen stattfinden kann. 

18. Pflanzen gemafi Anspruch 15, in denen Ozon-induzierbare Expression von 
Reportergenen stattfinden kann. 

19. Dikotyle Pflanzen gemafi einem der Ansprilche 11 bis IS, insbesondere 
Nutzpflanzen, wie Sojabohne, Raps, Tomate, Zuckerrttbe, Kartoffet Baumwolle, Tabak> 
sowie Zierpflanzen oder BSume. 
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20. Monokotyle Pflanzen gemafl einem der Ansprilche 11 bis 18, insbesondere 
Getreide wie Hafer, Weizen, Roggen, Gerste, Reis, Hirse oder Mais. 

21. Transgene Pflanzenzellen, einschlielMich Protoplastcn, die die DNA-Sequenz, 
eine Promoterregion oder ein chimares Nuldeinsauremolekttle gemafl einem der Ansprilche 
1 bis 10. 

22. Pflanzenzellen, einschlieflHch Protoplasten, die aufgrund des Fehlens der (im 
nattirlichen Zustand vorhandenen) DNA-Sequenz 

ACTTTTCGAG CCCCTTGAAC TGGAAATTAA TACATTTTCC ACTTGACTTT 
TGAAAAGGAG GCAATCCCAC GGGAGGGAAG CTGCTACCAA CCTTCGTAAT 
GTTAATGAAA TCAAAGTCAC TCAATGTCCG AATTTCAAAC CTCANCAACC 
CAATAGCCAA T 

oder aufgrund des Fehlens mindestens eines Fragmentes davon keine Ozon-induzierbare 
Expression des natflrlichenveise Ozon-induzierbaren Gens mehr aufweisen. 

23. Pflanzenzellen gemflfl Anspruch 21, in denen aufgrund der Einfllhxung der 
DNA-Sequenz gemafi einem der Ansprilche 1 bis 4 oder mindestens eines Fragmentes 
davon eine Ozon-induzierbare Genexpression eines nattlrlicherweise nicht tlber diese DNA- 
Sequenz verfUgenden Gens stattfinden kann* 

24. Verfahren zur Erzeugung transgener Pflanzen bzw, Pflanzenzellen, in denen 
die Ozcn-indu2ierbare Expression von nattlrlicherweise Ozon-induzierbaren Abwehrgenen 
durch Deletion der DNA-Sequenz gemflfi einem der Ansprilche 1 bis 4 oder mindestens 
eines Fragmentes davon in dem Abwehrgen, das diese DNA-Sequenz nattlrlicherweise 
enthait, stark reduzien bzw. ausgeschaltet wird> 
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25. Verfahren geraafi Anspruch 24, in denen die Ozon-induzierbare Expression 
von Stilbensynthasegenen stark reduziert bzw, auageschaltet wird. 

26. Verfahren gemafl Anspruch 24 oder 25, in denen die Ozon-induzierbare 
Expression des Vstl-Gens aus Weinrebe stark reduziert bzw. ausgeschaket wird. 

27. Verfahren zur Erzeugung transgener Pflanzen bzw, Pflanzenzellen, in denen 
ein oder mehrere Gene, deren Expression nattlrlicherweise nicht oder nicht wesentlich 
durch Ozon induziert wird, aufgrund der EinfUhrung der DNA-Sequenz gem&B einem der 
AnsprUche 1 bis 4 oder mindestens ernes Fragmentes davon durch Ozon induzierbar sind. 

28. Verfahren getnafi Anspruch 27, in denen ein oder mehrere Katalase- und/oder 
Superoxiddismutase-Gene durch Ozon induzierbar sind. 

29. Verfahren gemafl Anspruch 27, in denen ein oder mehrere Reportergene durch 
Ozon induzierbar sind. 

30. Verfahren zur Beseitigung der Ozon-Induzierbarkeit von nariirlichenveise 
Ozon-Lnduzierbaren Abwehrgenen, die die DNA-Sequenz gemaB einem der AnsprUche 1 
bis 4 nattlrlicherweise enthalten, durch Deletion oder Inaktivierung der DNA-Sequenz 
gemifi einem der AnsprUche 1 bis 4 oder mindestens eines Fragmentes davon. 

31. Verfahren gem&fi Anspruch 30, in dem das Gen ein Stilbensynthase-Gen ist. 

32. Verfahren gemafl Anspruch 30 oder 31, in dem das Gen das Vstl-Gen aus 
Weinrebe ist. 
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33. Verfahren zur Erzeugung von Ozon-induzierbarer Merkmalsausprigung in 
transgenen Pflanzen bzw. Pflanzenzellen durch Einftlgen der DNA-Sequenz gemafi einem 
der Ansprtiche 1 bis 4 oder mindestens eines Fragmentes davon in solche Gene, die 
nattirlicherweise nicht Oder nicht wesentiich durch Czon induzierbar sind. 

34. Verwendung der DNA-Sequenz gexnaii Anspruch 1 oder eines Fragmentes 
davon zur Aufflndung Ozon-responsiver Sequenzbereiche in pflanzlichen Genen. 

35. Verwendung der DNA-Sequenz gernSB einem der Anaprtlche 1 bis 4 oder 
eines Fragments davon zur Erzeugung ozon-induzierbarer Merknialsauspr&gung in 
transgenen Pflanzen bzw, Pflanzenzellen. 

36. Verwendung der DNA-Sequenz gemafi einem der AnsprQche 1 bis 4 oder 
eines Fragments davon zur Erzeugung von Pflanzen gemafi .Anspruch 18, die als 
Biomonttoren zur quantitativen und/oder quaiitativen Bestimmung von Ozon- 
Konzentrationen eingesetzt werden kSnnen. 

37. Verwendung der Promotorregion gemafl einem der Anspttlche 5 bis 7 zur 
Erzeugung erhOhter pathogen- aber nicht ozon-induzierbarer Krankheitsresistenz in 
transgenen Pflanzen. 
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FOR INFORMATION PURPOSES ONLY 



AL 

AM 

AT 

AU 

AZ 

BA 

BB 

BE = 
BF 

BG = 
BJ 

BR = 
BY = 
CA = 
CF = 
CG = 

CH = 

CI 

CM = 

CN = 

CU = 

CZ = 

DE = 

DK = 

EE = 

ES = 



Albania 

Armenia 

Austria 

Australia 

Azerbaijan 

Bosnia-Herzegovina 

Barbados 

Belgium 

Burkina Faso 

Bulgaria 

Benin 

Brazil 

Belarus 

Canada 

Republic of Central Africa 
Congo 

Switzerland 

Ivory Coast 
Cameroon 
China 
Cuba 

Czech Republic 

Germany 

Denmark 

Estonia 

Spain 



Fl 


= Finland 

■ >■ llul IU 


FR 


= France 




Oabon 


GB 


= United Kingdom 


GE = 


= Georgia 


GH = 


= Ghana 


GN = 


: Guinea 


GR = 


Greece 


HU = 


Hungary 


IE 


Ireland 



IL 

IS 

IT 

JP 

KE 

KG 

KP 

KR 
KZ 
LC 

LI 

LK 

LR 

LS 

LT 

LU 



Israel 

Iceland 

Italy 

Japan 

Kenya 

Kirghizistan 

People's Democratic 
Republic of Korea 
Republic of Korea 

Kazakstan 

St. Lucia 

Liechtenstein 

Sri Lanka 

Liberia 

Lesotho 

Lithuania 

Luxembourg 
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LV = 

MC = 

MD = 

MG = 

MK = 



ML 

MN 

MR 

MW 

MX 

NE 

NL 

NO 

NZ 

PL 

PT 

RO 

RU 

SD 

SE 

SG 

SI 

SK = 
SN = 
SZ = 
TD = 
TG = 
TJ 

TM = 
TR = 



Latvia 
Monaco 

Republic of Moldavia 
Madagascar 

The former Yugoslavian 
Republic of Macedonia 

Mali 

Mongolia 

Mauritania 

Malawi 

Mexico 

Niger 

The Netherlands 

Norway 

New Zealand 

Poland 

Portugal 

Rumania 

Russian Federation 

Sudan 

Sweden 

Singapore 

Slovenia 

Slovakia 

Senegal 

Swaziland 

Chad 

Togo 

Tadjikistan 

Turkmenistan 

Turkey 



TT 


Trinidad and Tobago 


UA = 


The Ukraine 


UG = 


Uganda 


US = 


United States 




of Am^rira 


uz = 


Uzbekistan 


VN = 


Vietnam 


YU = 


Yugoslavia 


ZW = 


Zimbabwe 
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Illustration 1 

(b) Replacement Sheet (Rule 26) 



(a) GUS activity [pmol MU min" 1 mg" 1 protein] 

(b) 100 nL L" 1 ozone 
Control 

200 nL L" 1 ozone 
Control 

400 nL L- 1 ozone 
Control 

(c) Ozone gassing 

(d) Time (h) 

(e) Illustration 2 

(f) Replacement Sheet (Rule 26) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


tntr 'lonaias AMtartzalchan 




PCf/EP 97/03187 


A. KLASSIFtZIERUNG DCS ANMELDUNGSGEGEN3T ANDES 

IPK 6 C12N15/82 C12Q1/68 A01H5/00 




Naoh oW Intamationalan Patantklaaatfikation (IPK) odar naoh dar nationalan Klaaacfikation und dar IPK 




B. RECHEftCHIE RTE GEBIETE 


Raenarohiartar Mindaatprutatoff (Kloaaifikationaayatam und Klaaaifikationssyrnbola ) 

IPK 6 C12N C12Q A01H 


Racharohtarta abar nieht zum Mindaatprttfitoff gahdranda Veroffantfehungan, aowait diaaa untar dia racl 


wehiartan Gabtata faaan 



Wihrand dar intamationalan Raohareha konauftiarta alaktroniaoha Datanbank (Nama dar Datanbank und avti. varwandata Suehbagrfffa) 



a ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



KatagonV Bazafehnung dar Varttffantfiehung, aowa* arfordariioh untar Angaba dar in Batracht kommandan TaOa 



Batr. Anspruoh Nr. 



FISCHER R.: "Qptimierung der heterologen 
Expression von Stilbensynthasegenen fur 
den Pflanzenschutz* 

Dezember 1994 , DOKTORARBEIT UNIVERSITAT 

HOHENHEIM t STUTTGART XP002045218 

in der Anmeldung erwahnt 

* siehe das ganze Dokument, bes. S. 90/91, 

115 Z. 10-15, 121-24 

ROSEMANN D. ET AL.: "Biochemical plant 

responses to ozone" 

PLANT PHYSIOLOGY, 

Bd. 97, Nr. 4, Dezember 1991, 

Seiten 1280-1286, XP002045215 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe das ganze Dokument 

-/-- 



1-22 



1-36 



® 



Waitara Varoffantlichungart sind dar Fortsatzung von Paid C zu 
antnahman 



□ 



Siaha Anhang Patantfarnlie 



• Basondara Katagorian von angagabanan Varoffantliohungan 
*A* Varoffantliehung, dta dan allgamainan Stand der Taohrrik daf imtrt, 
abar nioht als baaondars badautsam anzuaahan 1st 

"E* altaraa Dokumant, daa jadooh arst am odar nach dam intemanonakn 
Anmaldadatum varoffantttcht wordan tat 

V VarOffantaohung, dia gaaignat ist, ainan Prioritataanapruch zwatfathaft ar- 
aohainan zu taaaan, odar duroh dia daa Veroffantliahungadatum ainar 
andaran im Raohareha nbaricht gananntan Varoffantliehung balagt wardan 
toll Oder dia aim ainam andaran baaondaran Grund angagaban *t (wta 
auagafuhrt) 

*0" Varoffantliehung, dia aich auf aina mundlicha Offanbarung, 

aina Banutzung, aina Auaatallung odar andara MaAnahman baziaht 
*P a Varoffantliehung, dta vor dam intamationalan Anmaldadatum, abar naoh 
dam baanapruchtan Prioritatidatum varoftanttioht wordan lat 



T Spatara Varoffantliohung, dia naoh dam intamatkxiaian AnmaJdadatum 
odar dam Priorttatadatum varOffantlbht wordan mt und mrt dar 
Anmaldung nioht koRidiert, tondam nur zum Varat&ndnta daa dar 
Erfindung zugrundaliagandan Prinzipa odar dar thr zugrundaliagandan 
Thaona angagaban at 

*X" Varoffantliohung von baaondarar Badautung; dw baanapruohta Erfindung 
kann alatn aufgrund diaaar Varoffantliehung nieht alt nau odar auf 
arftndariaohar Taiigkait baruhand batraohtat wardan 

"Y* VarflffantJiohung von ba a ondarar Badautung; dia baanapruohta Erfindung 
kann nioht ala auf arfmdariaehar Tatjgkait baruhand batrachtat 
wardan, wann dia Varoffantliehung mit ainar odar mahraran andaran 
Varoffantliohungan diaaar Katagoria in Varbindung gabraoht wird und 
diaaa Varbindung fur ainan Faohmann nahaiiagand »t 

*&* Vtroffantliohung, dia Mitgliad daraafean Patantfamiba iat 
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(57) Abstract 
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(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue DNA-Sequenzen, erne Methode zur Erzeugung neuer Pflanzen, die eine neue DNA-Sequenz 
enthalten, deren kodierende Sequenz nach Ozon-Induktion exprimiert wird, diese neuen Pflanzen sowie die Verwendung der DNA-Sequenzen 
zur Erzeugung Ozon-responsiver Genexpression in Pflanzen und Pflanzenzellen. Andererseits betrifft die vorliegende Erfindung einen neuen 
Promotor, dessen SpezifitSt durch Beseitigung seiner Ozon-Responsivitat erh&ht ist. 
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Ozon-Induzierte Genexpression in Pflanzen 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft neue DNA-Sequenzen, eine 
Methode zur Erzeugung neuer Pflanzen, die eine neue DNA-Sequenz 
en thai ten, deren kodierende Sequenz nach Ozon- Indukt ion expri- 
miert wird, diese neuen Pflanzen sowie die Verwendung der DNA- 
Sequenz en zur Erzeugung Ozon-responsiver Genexpression in 
10 Pflanzen und Pf lanzenzellen. Andererseits betrifft die vorlie- 
gende Erfindung einen neuen Promo tor, dessen Spezifitat durch 
Beseitigung seiner Ozon-Responsivitat erhoht ist. 

Die Ozonkonzentrationen in der unteren Troposphare tiber den 
15 Kontinenten der Nordlichen Hemisphere haben sich im Laufe der 
letzten hundert Jahre in Folge verstarkter industriellen Akti- 
vitaten standig erhoht (Volz and Kley (1988) Nature 332, 240- 
242) . Inzwischen erreichen die Ozonwerte voriibergehende Spit- 
zenkonzentrationen von 100 nl/1 bis 200 nl/1 in Europa und 
20 Nordamerika (Krupa et al. (1995) Environ. Pollut. 87* 119-126) . 

Die Phytotoxizitat des Luf tschadstof f es Ozon ist gut untersucht 
und dokumentiert; z.B. in Heagle (1989) Annu. Rev. Phytopathol. 
27, 397-423; Heath (1994) In: Alscher, Wellburn (ed) "Plant 
25 responses to the gaseous environment", pp. 121-145, Chapman & 
Hall, London. Eine verringerte Nettophotosynthese und ver- 
starkte friihzeitige Seneszenz sind im allgemeinen das Ergebnis 
einer solchen Ozonbelastung, die dadurch geringeres Pflanzen- 
wachstum und niedrigere Ernteertrage zur Folge hat. 

30 

Obwohl Ozon mittels Diffusion durch offene Stomata in die 
Pf lanzenzelle eindringt, ist die Ozonkonzentration in den 
Interzellularraumen des Blattes fast gleich Null, unabhangig 
von der Umgebungs- Ozonkonzentration (Laisk et al. (1989) Plant 
35 Physiol. 90* 1163-1167). Es wird derzeit angenommen, dafi Ozon 
rasch mit Bestandteilen der Zellwande und des Plasmalemmas 
reagiert und in reaktive Sauerstof f spezies wie Superoxid- 
Anionen, Hydroxylradikale und WasserBtof fperoxid, die in Ozon- 
behandeltem Pf lanzenmaterial unter Verwendung von Elektronen- 
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spinresonanzspektroskopie detektiert wurden, umgewandelt wird 
(Mehlhorn et aL. (1990) Physiologia Plantarum 79, 377-383). Der 
sogenannte "oxidative burst", d.h. das rasche Entstehen einer 
relativ hohen Menge an reaktiven Sauerstof f spezies, kann durch 
5 Veranderung der Permeabilitat der Plasmamembran, Inaktivierung 
von redoxsensitiven Proteinen und verstarkte Lipidperoxidation 
zu einer dramatischen Stdrung der normalen Zellfunktion fuhren. 

Jiingste Untersuchungen zeigten, daS in Ozon-behandelten Pflan- 
10 zen eine verstarkte Biosynthese unspezif ischer Abwehrenzyme , 
deren Aufgabe in dem Schutz lebender Zellen vor Schadigung 
durch oxidativen Strefc beeteht, stattfindet (Kangasjarvi et al^ 
(1994) Plant, Cell and Environment 17, 783-794). Dennoch ist 
die fur die Ozon-induzierte Genaktivierung verantwortliche 
15 Signal transduktionskette, die die entsprechende Information 
iiber die Bildung apoplastischer reaktiver Sauerstof f spezies in 
den Zellkern tragt, bis heute nicht verstanden. Derzeit werden 
verschiedene Paktoren, wie Anstieg der Calciumkonzentration im 
Cytosol (Price et al^ (1994) The Plant Cell 6, 1301-1310), Bil- 

2 0 dung von Salicylsaure (Klessig and Malamy (1994) Plant Mol. 

Biol. 26, 1439-1458) und the Phytohormone Jasmonsaure (Parmer 

(1994) Plant Mol. Biol. 26, 1423-1437) und Ethylen (Ecker 

(1995) Science 268, 667-674), als mogliche, durch oxidativen 
Strefi verursachte Signalverbindungen, die generell an pflanz- 

25 lichen Abwehrreaktionen beteiligt sind, diskutiert. 

In Untersuchungen mit Ozon-begasten Tabakpf lanzen konnte ge- 
zeigt werden, dafc Ozon eine verstarkte Expression verschiedener 
Krankheitsresistenzgene, namlich einiger PR- (Pathogenesis - 
30 related) -Proteine, verursacht (Ernst et al^ (1992) Plant Mol. 
Biol. 20, 673-682; Ernst et al,_ (1996) J. Plant Physiol. 148 , 
215-221; Eckey-Kaltenbach et al^. (1994) Plant Physiol. 104, 67- 
74) . Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dafi ein von Ozon 
verursachter oxidativer Strefc die Expression und Regulation 

3 5 pflanzlicher Abwehrgene in ahnlicher Weise beeinflufit, wie er 

fur Pathogenbefall beschrieben wurde. Gegenwartig stehen nur 
sehr begrenzte Inf ormationen iiber cis-Regulationselemente und 
Transkriptionsfaktoren, die moglicherweise an der Kontrolle der 
Genexpression unspezif ischer Abwehrgene als Antwort auf ver- 
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schiedene Unrwelteinf lusse beteiligt sind, zur Verfugung (Lee et 
al. (1994) Eur. J. Biochem. 226 , 109-114) . Allerdings lassen 
bisherige Ergebnisse vermuten, dafc im Fall der fur die PR- 
Proteine kodierenden Gene getrennte oder zumlndest nur teil- 
5 weise uberlappende Signal transduktionswege existieren (Somssich 
(1994) In: Nover (ed) "Plant promoters and transcription fac- 
tors", pp. 163-179, Springer-Verlag, Berlin; Dolferus et al. 
(1994) Plant Physiol, 105, 1075-1087). 

10 Fur die Aktivitat der an der Phytoalexinsyn these beteiligten 
Stilbensynthase (STS) ist ebenfalls bekannt, dafi sie in adulten 
Pflanzen durch UmweltstreSf aktoren, wie z.B. Pathogenbef all 
(Langcake (1981) Physiol. Plant Pathol. 18* 213-226), UV-Licht 
(Fritzemeier and Kindl (1981) Planta 151 , 48-52) und Ozon 

15 (Rosemann et al. (1991) Plant Physiol. 97, 1280-1286) induziert 
wird. Im Gegensatz dazu wurde in Keimlingen ein konstitutives 
Expressionsmuster beobachtet (Sparvoli et al. (1994) Plant Mol. 
Biol. 24. 743-755) . 

20 Stilbensynthaseenzyme katalysieren die Synthese von Stilbenen 
wie Resveratrol bzw. Pinosylvin aus ein em Molekiil p-Cumaroyl- 
CoA bzw. Cinnamoyl-CoA und drei Einheiten Malonyl-CoA. Sowohl 
Resveratrol als auch Pinosylvin besitzen Phytoalexineigenschaf - 
ten und antifungale Aktivitat und haben als Phytoalexine zusam- 

25 men mit anderen aus dem Phenylpropanstof f wechsel abgeleiteten 
Stilbenen eine wichtige Funktion in der Abwehr von Krankheits- 
erregern (Hart (1981) Annu. Rev. Phytopathol. 19, 437-458). 

STS -Gene kommen in einigen nicht miteinander verwandten Pflan- 
30 zenspecies, wie z.B. Erdnufi (Schroder et al. (1988) Eur. J. 
Biochem. 172, 161-169), Weinrebe (Hain et ah (1993) Nature 
361 , 153-156) und Kiefer (Fliegmann et al^. (1992) Plant Mol. 
Biol. 18, 489-503), vor und sind in grofieren Genfamilien, 
bestehend aus sechs oder mehr Genen, organisiert (Lanz et al. 
35 (1990) Planta 181, 169-175; Wiese et aJU (1994) Plant Mol. 
Biol. 26, 667-677) . 

Experimente mit transgenen Tabakzellen deuteten darauf hin, dafc 
die Expression der Stilbensynthase hauptsachlich auf Transkrip- 
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tionsebene reguliert wird und die Strefi-induzierte Signaltrans- 
duktionskette in verschiedenen Pf lanzenspezies im Laufe der 
Evolution konserviert worden ist (Hain et al^ (1990) Plant Mol. 
Biol. 15, 325-335) . 

5 

STS-Gene aus ErdnuS ( Arachis hypoaaea ) und Weinrebe ( Vitis 
vinifera) wurden bereits iaoliert (Schroder et al. (1988) supra 
bzw. Hain et al. (1993) supra ) und in transgenen Pflanzen zur 
Expression gebracht (Hain et al. (1990) supra bzw. Hain et al. 
10 (1993) supra ) . 

Fur Stilbensynthase kodierende DHA-Sequenzen sind beispiels- 
weise aus der europaischen Patentschrift EP 0 309 862, der 
deutschen Patentaxuneldung DE-A-41 07 396, der europaischen 

15 Patentanmeldung 0 464 461 sowie der US -Patentschrift 5,500,367 
bekannt. In diesen Dokumenten wird die Isolierung von 
Stilbensynthase-Genen und ihre Verwendung zur Erzeugung von 
transgenen Pflanzen beschrieben. Die resultierenden transgenen 
Pflanzen weisen eine erhohte Resistenz gegeniiber verschiedenen 

20 Pf lanzenschadlingen, wie Pilzen, Bakterien, Insekten, Viren und 
Nematoden auf . STS-Gene enthaltene Plasmide wurden bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen (DSM) , Mascheroder Weg 
IB, D-38124 Braunschweig hinterlegt, so z.B. auch das Vstl-Gen 
aus Weinrebe in dexn Plasmid pVstl unter der Hinterlegungsnumxner 

25 DSM 6002 (DE-A-41 07 396, EP-A-0 464 461, US-Patent 5,500,367). 

Wahrend inzwischen auch die Verwendung von STS-kodierenden Se- 
quenzen zur Erzeugung mannlich steriler Pflanzen und verander- 
ter Bliitenfarbe beschrieben wurde (deutsche Patentanmeldung DE- 
30 A-44 40 200), ist ein moglicher Zusammenhang zwischen STS-Gen- 
expression und Ozon-Induktion bis heute vollkommen unerforscht. 

Es gibt inzwischen verschiedene Hinweise darauf, da& es fur 
eine moglichst effiziente Rrankheitsresistenz basierend auf der 
35 Expression von STS-Genen in transgene Pflanzen vorteilhaft ist, 
werm die Expression des heterologes STS-Gens (bzw. der hetero- 
logen STS-Gene) in der Pflanze erst durch das angreifende 
Pathogen, d.h. erst durch die Interaktion von Pflanze und 
Krankheitserreger , stimuliert wird (Fischer and Hain (1994) 
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Current Opinion in Biotechnology 5, 125-130; Fischer (1994) 
"Optimierung der heterologen Expression von Stilbensynthase- 
genen fur den Pf lanzenschutz" , Universitat Hohenheim) . Hierfur 
spricht beaonders die Beobachtung, dafi die Pathogen-induzierte 
5 STS-Genexpreasion lokal auf den Inf ektionaort begrenzt iat und 
tranaient stattfindet, d.h. die STS- Express ion ateigt relativ 
raach auf ein Maximum an und klingt innerhalb von weniger ala 
48 h wieder ab (Hain et aL (1993) supra ) . Ebenso zeigten 
Untersuchungen mit tranagenen Tabakpf lanzen, in denen STS-Oene 

10 unter dem konatitutiven 35S RNA Promoter von Cauliflower Moaaic 
Virus zur Expreasion gebracht wurden, dafi die in diesen Pf lan- 
zen erzielte Krankheitaresiatenz geringer iat ala in Pflanzen, 
die die gleichen Gene unter Kontrolle dea Pathogen-induzier- 
baren homologen STS- Promoter a nach Pilzbefall exprimierten 

15 (Fiacher and Hain (1994) supra; Fiacher (1994) supra ) . m jedem 
Fall iat ea wiinschenswert, dafi die STS-Expresaion in tranBgenen 
(Kultur) pflanzen, die aufgrund der eingebrachten STS-Gene eine 
erhohte Krankheitareaiatenz aufweiaen, alleine (und erst) durch 
den Befall von Pathogenen und nicht zusatzlich (bzw. bereits 

20 vorher) durch unerwunachte Umweltatrefif aktoren, wie Ozon, akti- 
viert und kontrolliert werden. 



Ea ist somit eine wichtige Aufgabe der biotechnologischen 
PflanzenschutzforBchung, eine spezif ischere Expression pflanz- 

25 licher Abwehrgene in Pflanzen zu realisieren, um auf diesem 

Wage molekularbiologische Strategien zur Erzeugung widerstands- 
kraftigerer Pflanzen kontrollierbar und effizient umsetzen zu 
konnen. Ein wichtiger Aspekt hierbei ist das Ausschalten uner- 
wiinschter unspezif ischer Umweltstimuli, wie z.B. die Induktion 

30 bestimmter Abwehrgene durch Ozon, UV-Licht, Schwermetalle, ex- 
treme Temperaturen und andere abiotische Stimuli. 

Es ist somit eine wichtige Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
neue DNA-Sequenzen bereitzustellen, die unmittelbar an der 
35 Ozon-induzierten Expression von Resistenzgenen beteiligt sind. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung beBteht darin, Moglichkeiten 
zur Beseitigung der Ozon- Induktion, d.h. zur Ausschaltung uner- 
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wunechter Stimulierung der Genexpression durch Ozon, aufzuzei- 
gen. 



Desweiteren ist es eine wichtige Aufgabe der Erfindung, eine 
5 DNA-Sequenz zu liefern, mit deren Hilfe Stilbensynthasegene 
erst nach Kontakt der Pflanze mit einem Pathogen und nicht 
durch Ozon-Stimulierung in transgenen Pflanzen zur Expression 
gebracht werden konnen. 



10 Wie eingangs bereits erwahnt wurde, ist eine stete Zunahme der 
Ozonbelastung zu beobachten, die auch drastische Einflusse auf 
die Vegetation ausiibt. Die Beobachtung und Bestixmnung der Ozon- 
konzentrationen in der Luft stellen bereits heute einen Schwer- 
punkt der chemischen, physikalischen und biologischen Umwelt- 

15 forschung dar. In diesem Zusammenhang stellen sogenannte Bio- 
monitoren, mit deren Hilfe Ozonbelastungen und deren Folgen, 
besonders der phytotoxischen Effekte, gualitativ und quanti- 
tativ einfach zu bestimmen sind, ein wichtiges Instrument dar. 

20 Somit liegt eine weitere Aufgabe der Erfindung in der Bereit- 
stellung von DNA-Sequenzen, die zur Erzeugung gezielt Ozon- 
induzierbarer Promotoren verwendet werden konnen. Mit Hilfe 
solcher Promotoren konnen sog. Reportergene, deren Expression 
durch einfache enzymatische Tests nachweisbar ist und die in 

25 der biotechnologischen Forschung wohlbekannt sind, auf sehr 
einfache und zuverlassige Weise als Biomonitoren Einsatz 
f inden. 



Weiter ist es eine Aufgabe der Erfindung, ein System bereitzu- 
3 0 stellen, mit dessen Hilfe bestimmte Gene, deren Genprodukte in 
der Lage sind, in Zellen reaktive Sauerstof f spezies zu entgif- 
ten, im Bedarfsfall, also bei hoher Ozonbelastung, "angeschal- 
tet" werden konnen. Genauer gesagt, soil durch die Bereitstel- 
lung von DNA-Sequenz en, die fur Ozon- responsive Genregulation 
35 verantwortlich sind, eine Ozon-induzierbare Expression solcher 
Gene, wie z.B. Katalase- und/oder Superoxiddismutasegene, mdg- 
lich warden. Somit ist es eine Aufgabe der Erfindung, DNA- 
Sequenzen bereitzustellen, die zur Erzeugung eines durch Ozon 
induzierbaren zellularen "Ozon-Schutzsystems" eingesetzt werden 
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konnen. Weitere Aufgaben der Erfindung ergeben sich aus der 
folgenden Beschreibung. 

Diese Aufgaben werden durch die Gegenstande der unabhangigen 
5 Ansprxiche, insbesondere basierend auf der Bereitstellung der 
erf indungsgemafcen DNA- Sequenz en, die unmittelbar an Ozon- 
induzierter Genexpression in Pflanzen beteiligt sind, gelost. 

Wir haben uberraschend gefunden, dafi eine bestimmte pflanzliche 

10 Nukleinsauresequenz unmittelbar an der Ozon-responsiven STS- 
Expression beteiligt ist. Wahrend Experimente mit transgenen 
Tabakkeimlingen und -pflanzen, die das gebrauchliche Reporter- 
gen uidA aus E^. coli, das fur eine /^-Glucuronidase kodiert, 
unter Kontrolle verschieden langer 5' -Deletionen des Vstl- 

15 Promotors aus Weinrebe exprimieren, darauf hinweisen, dafi 
ztunindest einige fur die Pilzinduktion verantwortliche cis- 
Elemente in dem Bereich des Promotors liegen, der die Basen- 
paare -140 bis -280 (vom TranBkriptionsstart aus gerechnet) 
umfaEt (Fischer (1994) supra ) , ist der Bereich der Vstl- 

20 Sequenz, der die Basenpaare -280 bis -430 umfaEt, fur eine 
starke Aktivierung der Genexpression durch Ozon essentiell. 
Aufgrund unsere Experimente konnte gezeigt werden, dafi ein 
Vstl-Promotor, der nur noch die Basenpaare bis einschliefilich 
-280 besitzt (und dem somit die weiter upstream liegenden Vstl- 

25 Promotorsequenzen fehlen) nicht mehr Ozon-induzibel ist. Wie 
oben erwahnt, ist dieser verkurzte Promotor aber trotzdem noch 
in der Lage, Pathogen- induzierte Genexpression der durch ihn 
kontrollierten kodierenden Sequenz zu vermitteln (siehe Fischer 
(1994) supra ) . 

30 

Unsere Ana ly sen lassen desweiteren einen Zusammenhang zwischen 
der Behandlung von Pflanzen mit Ozon und einer verstarkten Bio- 
synthese bzw. Freisetzung von Ethyl en in den Pf lanzenzellen 
vermuten. Demnach ist eine Mitwirkung Ethylen-responsiver 
3 5 Elemente bei der Ozon-induzierten Genexpression nicht auszu- 
schliefien. Entsprechend kann \inter Beriicksichtigung bekannter 
cis-Elemente, die derzeit im Zusammenhang mit Ethylen-Responsi- 
vitat diskutiert werden (Seesa et al. (1995) Plant Mol. Biol. 
28, 145-153; Shinshi et (1995) Plant Mol. Biol. 27, 923- 
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Promotors aus Weinrebe. 

10 definierte DNA-Sequenz (SEQ id NO:l). 

ACTTTTCGAG CCCCTTGAAC TGGAAATTAA TACATTTTCC ACTTGACTTT 
TGAAAAGGAG GCAATCCCAC GGGAGGGAAG CTGCTACCAA CCTTCGTAAT 
GTTAATGAAA TCAAAGTCAC TCAATGTCCG AATTTCAAAC CTCANCAACC 
CAATAGCCAA T, 

15 die fur Ozon-induzierte Genexpression in Pflanzen essentiell 
«t. I„ einer bevorzugten Aus fuhrungs form handelt es sich bei 
der erfindungsgemaEen DNA-Sequenz um eine DNA-Sequenz, die aus 
Weinrebe, und beeonders bevorzugt aus den, Stilbensynthaee-Gen 
Vetl aus Weinrebe (Baeenpaare -270 bis -430), stammt 

20 

Die Erfindung betrifft weiter eine Promotorregion des Vstl- 
Gens, der mindeetens die DNA-Sequenz, die die Basenpaare -270 
bis -430 des Vstl-Gens umfafit, fehlt. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform handelt es sich urn eine Promotorregion des 
25 Vstl-Gens, die nur den Sequenzbereich vom Translationsstart bis 
Basenpaar -270 des Vstl-Gens umfaSt. Besonders bevorzugt ist 
die Promotorregion, der der Sequenzbereich von -270 bis -430 
des Vstl-Gens fehlt, in der Lage, eine pathogen- induzierbare 
Genexpression in Pflanzen zu vermitteln. 

30 

Weiter betrifft die Erfindung chimare Nukleinsauremolekule, in 
die die DNA-Sequenz der Basenpaare -270 bis -430 des Vstl-Gens 
oder mindeetens ein Fragment dieses Sequenzbereichs eingefuhrt 
wurde. Besonders bevorzugt ermoglichen die chimaren Nuklein- 
35 eauremolekule der Erfindung aufgrund der Anwesenheit der DNA- 
Sequenz der Basenpaare -270 bis -430 des Vstl-Gens oder mindes- 
tens exnes Teilbereiches davon eine ozon- induzierbare Expres- 
sion der in ihnen enthaltenen kodierenden Regionen in Pflanzen. 
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Die erf indungsgemafien Nukleinsauremolekule konnen beliebige 
Nukleinsauremolekule sein, insbesondere DNA- oder RNA-Molekiile, 
beispielsweise cDNA, genomische DNA, mRNA etc. Sie konnen 
naturlich vorkommende oder durch gentechnische oder chemische 
5 Syntheseverfahren hergestellte Molekiile sein. 

Durch die Bereitstellung der erf indungsgema&en DNA-Sequenz en, 
Promo torregionen, Nukleinsauremolekule oder Vektoren besteht 
nun die Moglichkeit, pflanzliche Zellen mittels gentechnolo- 

10 giacher Methoden dahingehend zu verandern, dafi eie eine ozon- 
induzierbare Merkmalsauspragung aufweisen. Welter besteht nun 
die Moglichkeit, pflauizliche Zellen mittels gentechnologischer 
Methoden dahingehend zu verandern, dafi sie ein oder mehrere 
Gene, die natiirlicherweise aufgrund der Anwesenheit der DNA- 

15 Sequenz gemafi Anspruch 1 oder einer davon ableitbaren oder 

einer mit ihr homologen DNA-Sequenz Ozon-induzierbar ist, nicht 
mehr durch Ozon induzierbar, bevorzugt im wesentlichen durch 
Pathogene induzierbar, auspragen. 

20 Ein besonderer Vorteil der Erfindung besteht darin, dafi die 

Ozon- Induktion von natiirlicherweise Ozon- induzierbar en Genen in 
Pflanzen und Pf lanzenzellen durch Deletion der DNA-Sequenz 
gemafc Anspruch 1 oder mindestens eines Fragments davon in den 
Genen, die diese DNA-Sequenz oder eine davon ableitbare oder 

25 eine mit ihr homologe DNA-Sequenz natiirlicherweise enthalten, 
ausgeschaltet werden kann. 

Ein weiterer Vorteil der Erfindung besteht darin, dafi natiir- 
licherweise nicht oder nicht wesentlich durch Ozon induzierbare 

3 0 Gene unter Verwendung der erf indungsgema&en Nukleinsauresequen- 
zen in Pflanzen und Pf lanzenzellen Ozon-induzierbar ausgepragt 
werden konnen. In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm kontrol- 
liert die Nukleinsauresequenz, die fur die Ozon- induzierbare 
Expression verantwortlich ist, oder mindestens ein Fragment 

3 5 davon, die Expression von Genen, deren Genprodukte in der Lage 
sind, reaktive Sauerstof f spezies , die u. a. als Folge von Ozon 
in Pf lanzenzellen entstehen konnen, zu entgiften. In einer 
besonders bevorzugten Ausfiihrungsf orm kontrolliert diese 
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Nukleinsauresequenz die Expression von Katalase- und/oder 
Superoxiddismutase-Genen . 

In einer alternativen Ausfuhrungsf ortn kontrolliert die fur die 
5 Ozon-induzierbare Genexpression verantwortliche DNA-Sequenz die 
Expression von Reportergene, die zur quantiativen und/oder 
qualitativen Bestimmung von Ozonkonzentrationen und zur Bewer- 
tung von Ozonauswirkungen, gemessen wird. Solche Reportergene 
konnen z*B. das uidA-Gen aus E^ coli, das fur das Enzym 0- 
10 Glucuronidase (GUS) kodiert, Luc if erase -Gene oder andere in der 
pflanzlichen Biotechnologie gebrauchliche Gene sein. Geeignete 
Reportergene sind jedem in dem Gebiet der Biotechnologie, 
Biochemie oder Molekularbiologie ausgebildeten Fachmann 
bekannt . 

15 

Weiter betrifft die vorliegende Erfindung Vektoren, welche die 
oben genannten DNA-Sequenzen oder Promotorregionen oder Teile 
davon enthalten. Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch 
Vektoren, insbesondere Plasmide, Cosmide, Viren, Bakteriophagen 
20 und andere in der Gentechnik gangige Vektoren, die die oben 
beschriebenen erf indungsgemafien Nukleinsauremolekule enthalten 
und gegebenfalls fiir den Transfer der erf indungsgemafien 
Nukleinsauremolekule auf Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen einge- 
setzt werden konnen. 

25 

Ebenso betrifft die Erfindung transf ormierte Mikroorganismen, 
wie Bakterien, Viren r Pilze, die die erf indungsgemafien Nuklein- 
sauresequenzen enthalten. 

30 Es ist ebenso eine Aufgabe der Erfindung, neue Pflanzen und 
Pflanzenzellen bereitzustellen, die sich durch das Fehlen der 
Ozon-induzierbaren Expression von Genen, die naturlicherweise 
in Pflanzen durch Ozon induziert werden, auszeichnen. 

3 5 Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der fiir die Ozon- 
Induktion verantwortlichen DNA-Sequenz und die Bereitstellung 
von Promotoren, denen diese Sequenz fehlt und die aus diesem 
Grund eine nicht mehr durch Ozon-induzierbare Genexpression der 
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durch sie kontrollierten Gene in Pflanzen und pflanzlichen 
Zellen ermoglichen, gelost. 

Die Aufgabe, Ozon-responsive Genexpression von Genen, die 
5 naturlicherweise nicht durch Ozon induzierbar sind, zu ermog- 
lichen, wird ebenfalls durch Bereitstellung der erf indungsge- 
mafien DNA-Sequenz gelost. Dadurch werden Pflanzen und Pflanzen- 
zellen bereitgestellt , die gezielt bei Ozon-Anwesenheit 
bestimmte Merkmale auspragen. 

10 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm handelt es sich urn 
trans formierte Pflanzen und Pf lanzenzellen, in denen Gene Ozon- 
induzierbar exprimiert werden, deren Genprodukte in der Lage, 
Bind reaktive Sauerstof f spezies in Pf lanzenzellen zu entgiften. 

15 Besonders bevorzugt handelt es sich hierbei urn Katalase- 

und/oder Superoxiddismutase-Gene. Alternativ konnen Pflanzen 
und Pflanzenzellen (einschliefilich Protoplasten) erzeugt 
werden, die sog. Reportergene nach Induktion durch Ozon 
auspragen und die ggf . als Biomonitoren eingesetzt werden 

20 konnen. 

Gegenstand der Erfindung sind somit transgene Pflanzen, die die 
oben beschriebenen rekoxnbinanten Nukleinsauremolekule, inte- 
griert in das pflanzliche Genom vorliegend, enthalten. Bei 

25 diesen Pflanzen kann es sich im Prinzip um jede beliebige 
Pflanze handeln. Vorzugsweise ist es eine monokotyle oder 
dikotyle Nutzpflanze. Beispiele fur monokotyle Pflanzen sind 
die Pflanzen, die zu den Gattungen Avena (Haf er) , Triticum 
(Weizen) , Secale (Roggen) , Hordeum (Gerste) , Oryza (Reis) , 

30 Panicum, Pennisetum, Setaria, Sorghum (Hirse) , Zea (Mais) 
gehoren. Bei den dicotylen Nutzpflanzen sind u.a. zu nennen 
Baumwolle, Leguminosen, wie Hiilsenf ruchte und insgesondere 
Alfalfa, Sojabohne, Raps, Tomate, Zuckerrube, Kartoffel, 
Zierpflanzen, Baume. Weitere Nutzpflanzen konnen Obst (insbe- 

35 sondere Apfel, Birnen, Kirschen, Weintrauben, Citrus, Ananas 
und Bananen) , Olpalmen, Tee-, Kakao- und Kaf f eestraucher , 
Tabak, Sisal sowie bei Heilpflanzen Rauwolfia und Digitalis 
sein. Besonders bevorzugt sind die Getreide Weizen, Roggen, 
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Hafer, Gerste, Reis, Mais und Hirse, Zuckerriibe, Raps, Soja, 
Tomate, Kartoffel und Tabak. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner Vermehrungsmaterial von 
5 erf indungsgema&en Pflanzen, beispielsweise Samen, Friichte, 
Stecklinge, Knollen, Wurzelstocke etc., sowie Teile dieser 
Pflanzen wie Pf lanzenzellen, Protoplasten und Kalli. 

Die Pf lanzenzellen umfassen dif f erenzierte und undif ferenzierte 
10 Pf lanzenzellen (einschliefilich Protoplasten), sowie 

Pf lanzenzellen (einschliefilich Protoplasten) , in denen die 
erf indungsgema&en Nukleinsauremolekule integriert in das 
pflanzliche Genom oder als autonome Molekule (einschliefilich 
transiente Transformation) vorliegen. 

15 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm betrifft die Erfindung Wirts- 
zellen, insbesondere prokaryontische und eukaryontische Zellen, 
die mit einem oben beschriebenen rekombinanten Nukleinsaure- 
molekul oder einem Vektor transf ormiert bzw. infiziert wurden, 
20 und Zellen, die von derartigen Wirtszellen abstammen und die 
beschriebenen Nukleinsauremolekule oder Vektoren en thai ten. Die 
Wirtszellen konnen Bakterien oder Pilzzellen sowie pflanzliche 
oder tierische Zellen sein. 

25 Der vorliegenden Erfindung liegt aufierdem die Aufgabe zugrunde, 
Verfahren zur Herstellung von Pflanzen und Pf lanzenzellen 
aufzuzeigen, die sich durch Fehlen einer Ozon-induzierbaren 
Expression eines Gens, dessen Expression in Pflanzen und 
Pf lanzenzellen naturlicherweise durch Ozon stimuliert wird, 

30 auszeichnen. 

Diese Aufgabe wird durch Verfahren gelost, mit deren Hilfe die 
Erzeugung neuer Pflanzen und Pf lanzenzellen, die diese 
naturlicherweise vorkommende Ozon-induzierte Genexpression 
35 nicht aufweisen, moglich ist. 

Der vorliegenden Erfindung liegt, wie oben bereits erwahnt, 
ebenfalls die Aufgabe zugrunde, Verfahren zur Herstellung von 
Pflanzen und Pf lanzenzellen, die solche Gene, deren Expression 
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naturlicherweise nicht oder nicht wesentlich durch Ozon 
aktiviert wird, nach Ozon-Stimulierung exprimieren, bereitzu- 
stellen. Diese Aufgabe wird durch Verfahren gelost, mit deren 
Hilfe Pflanzen und Pf lanzenzellen erzeugt werden konnen, die 
5 nach Einfuhrung der erf indungsgemafcen DNA-Sequenzen oder 

mindestens eines Teilbereiches davon in naturlicherweise nicht 
Oder nur schwach ozoninduzierbare Gene diese Gene nach Ozon- 
Stimulierung exprimieren. 

10 Zur Erzeugung solcher neuer Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen bieten 
sich verschiedene Methoden an. Zum einen konnen Pflanzen bzw. 
Pflanzenzellen mit Hilfe herkommlicher gentechnologischer 
Trans formationsmethoden derart verandert werden, dafi die neuen 
Nukleinsauremolekule in das pflanzliche Genom integriert 

15 werden, d.h. dafi stabile Trans forman ten erzeugt werden. 

ErfindungsgemaS werden Pflanzen bzw. Pflanzenzellen, die 
aufgrund des Fehlens der erf indungsgemafcen Nukleinsauresequenz 
oder mindestens eines Fragmentes davon eine Ozoninduktion 
20 des/der diese Sequenz naturlicherweise enthaltenden Gens/e 
nicht mehr zeigen, durch ein Verfahren hergestellt, das 
folgende Schritte umfafit: 

a) Deletion der im Anspruch 1 definierten DNA-Sequenz bzw. 
einer Sequenz, die sich von dieser Sequenz ableiten laEt 

25 oder die mit dieser Sequenz homolog ist, oder mindestens 

eines Fragments dieser Sequenz aus einem Gen, das nach 
der Deletion der erf indungsgemafien DNA-Sequenz Regula- 
tionselemente, die fur die, ggf. regulierte, Transkrip- 
tion und Translation in Pflanzenzellen unentbehrlich 

30 sind, mindestens eine kodierende Sequenz, sowie ggf. ein 

Terminationssignal fur die Termination der Transkription 
und die Addition eines poly-A-Schwanzes an das 
entsprechende Transkript umfafit; 

b) Transformation pflanzlicher Zellen mit dem in Schritt a) 
35 hergestellten Gen bzw. Nukleinsauremolekul, und 

c) ggf. die Regeneration transgener Pflanzen und ggf. die 
Vermehrung der Pflanzen. 
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Alternativ kann in Schritt a) anstolle des Deletierens der fur 
die Ozon-Induktion ver an twort lichen Sequenz, diese Sequenz oder 
zumindest ein Teil davon, z.B. durch Mutagenese, inaktiviert 
bzw. blockiert werden und in inaktivierter Form in dem Gen 
5 verbleiben. Unabhangig davon, auf welche Weise der Ozon- 
responsive Genbereich ausgeschaltet wird, konnen alle 
Manipulationsmafinahmen mit Hilfe allgemein ublicher Methoden 
und Hilfsmittel der rekombinanten Gentechnik durchgefiihrt 
werden (siehe z.B. Sambrook et^. al^ (1989) Molecular Cloning: A 
10 Laboratory Manual, 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, New York) . 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm enthalt das 
Nukleinsauremolekul, das in Schritt b) auf Pflanzen bzw. 
15 Pflanzenzellen ubertragen wird, Regulationselemente, die eine 
z.B. Pathogen- induzierte Genexpression der kodierenden Sequenz 
ermoglichen. 

Erfindungsgemafi werden Pflanzen bzw. Pflanzenzellen, die 
20 aufgrund der Anwesenheit der erf indungsgemafien Nukleinsaure- 
sequenz, die fur eine Ozon- induzierte Expression der sie 
enthaltenden Gene essentiell bzw. mitverantwortlich ist, oder 
mindestens eines Fragmentes dieser Sequenz, durch ein Verfahren 
hergestellt, das folgende Schritte umfaSt: 
25 a) Einfugung mindestens einer erf indungsgemafien DNA-Sequenz, 
die in Pflanzen eine Ozon- induzierte Genexpression 
bewirken kann, oder einer Sequenz, die sich von dieser 
Sequenz ableiten lafit oder die mit dieser Sequenz homolog 
ist, oder mindestens eines Fragments dieser Sequenz in 
30 ein Gen, das naturlicherweise nicht oder nicht 

wesentlich Ozon-induzierbar exprimiert wird 

b) Transformation pflanzlicher Zellen mit dem in Schritt a) 
hergestellten Gen bzw. Nukleinsauremolekul, das fiber 
samtliche naturlicherweise fur die Expression in 

35 Pflanzenzellen erf orderlichen Elemente verfiigt, und 

c) ggf . die Regeneration transgener Pflanzen und ggf . die 
Vermehrung der Pflanzen. 
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In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm handelt es sich bei dem 
Gen urn ein Katalase-, Superoxiddismutase- oder ein gebrauch- 
liches Reportergen. 

5 Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht darin, vorteilhafte 
Verwendungen der erf indungsgemafien Nukleinsauresequenzen 
auf zuzeigen. 

Die Erfindung umfafit daher Verwendungen der neuen DNA-Molekule 
10 zur Erzeugung der oben beschriebenen erf indungsgemafien Pflanzen 
und Pflanzenzellen, die sich entweder durch das Fehlen einer 
normalerweise durch Ozon beeinf lufiten Auspragung eines 
bestimmten phanotypischen Merkmals auszeichnen, oder die gerade 
aufgrund der Anwesenheit der erf indungsgemafien DNA-Sequenz 
15 durch Ozon-induzierte Merkmalsauspragung von nicht-transgenen 
Pflanzen und Pf lanzenzellen unterscheiden, gelost. 

Desweiteren umfafit die Erfindung die Verwendung der erf indungs- 
gemafien Nukleinsauremolelule zur Erzeugung von Pflanzen, die 
20 sich durch eine erhohte pathogeninduzierte, aber nicht-ozonin- 
duzierte Krankheitsresistenz auszeichnen. 

Desweiteren betrifft die Erfindung die Verwendung der erfin- 
dungsgemafien Nukleinsauresequenzen oder Fragmenten davon zur 
25 Auffindung \ind Identif izierxmg von Ozon-responsiven Nuklein- 
saureelementen . 

Solche Ozon-responsiven Nukleinsaurelemente kann der Fachmann 
mit Hilfe gangiger molekularbiologischer Methoden r z.B. Hybri- 

3 0 disierungsexperimenten oder DNA- Protein -Bindungsstudien identi- 
fizierten. Dabei wird z.B. in einem ersten Schritt aus einem 
Gewebe, welches mit Ozon behandelt wurde, die poly (A)* RNA 
isoliert und eine cDNA-Bank angelegt. In einem zweiten Schritt 
werden mit Hilfe von cDNA-Klonen, die auf poly (A) * RNA-Molekii- 

35 len aus einem nicht-behandelten Gewebe basieren, aus der ersten 
Bank mittels Hybrid! sierung diejenigen Klone identif iziert , 
deren korrespondierende poly (A) * RNA-Molekule lediglich bei 
Ozonbehandlung induziert werden. Anschliefiend werden mit Hilfe 
dieser so identif izierten cDNAs Promotoren isoliert, die liber 
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Ozon-responsive Elemente verfiigen. Bei der Untersuchung und 
Charakteriaierung dieser isolierten Promotoren konnen die 
Nukleinaaureaequenzen und -molekiile mitzliche Inatrumente 
dare tell en. 

5 

Gegenatand der Erfindung sind ebenfalls Nukleinaauremolekule 
Oder Fragments davon, die mit einem der oben beschriebenen 
Nukleinaauremolekule oder einer der oben beachriebenen DNA- 
Sequenzen der Erfindung hybridiaieren. Der Begriff "Hybrid! - 

10 sierung" bedeutet im Rahmen dieaer Erfindung eine Hybridi- 
sierung unter konventionellen Hybridisierungabedingungen, 
vorzugaweiae unter atringenten Bedingungen, wie sie beispiels- 
weiae in Sambrook e^ al (1989) Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, 2. Auflage. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 

15 Spring Harbor, New York, beschrieben sind. 

Nukleinaauremolekule, die mit den erf indungagemafien Molekulen 
hybridiaieren, konnen z.B. aus genomiachen oder aua cDNA- 
Bibliotheken iaoliert werden. 



20 



Die Identifizierung und Iaolierung derartiger Nukleinaaure- 
molekule kann dabei unter Verwendung der erf indungsgemafien 
Nukleinaauremolekule oder Telle dieser Molekiile bzw. der 
reveraen Komplemente dieser Molekiile erfolgen, z.B. mittels 
25 Hybridisierung nach Standardverf ahren (aiehe z.B. Sambrook et 
al, supra) . 

Somit betrifft die Erfindung ebenfalls die Verwendung einer 
erf indungsgemafien DNA-Sequenz oder von Teilen davon zur Identi- 
30 fizierung und Isolierung homologer Sequenzen aus Pflanzen oder 
anderen Organismen. 

Als Hybridisierungssonde konnen z.B. Nukleinsauremolekule ver- 
wendet werden, die exakt oder im wesentlichen die erfindungs- 
35 gemafien Nukleotidsequenzen oder Telle dieser Sequenzen auf- 

weisen. Bei den als Hybridisierungssonde verwendeten Fragmenten 
kann ea sich auch urn synthetische Fragmente handeln, die mit 
Hilfe der gangigen Synthesetechniken hergestellt wurden und 
deren Sequenz im wesentlichen mit der eines erf indungsgemafien 
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Nukleinsauremolekuls iibereinstimmt . Hat man Gene identif iziert 
und isoliert, die ait den erf indungsgemafien Nukleinsaure- 
sequenzen hybridisieren, ist eine Bestimmung der Sequenz und 
eine Analyse der Eigenschaf ten erf orderlich. Hierzu stehen dem 
5 Fachmann eine Reihe von molekularbiologischen, biochemischen 
und biotechnologiechen Standardverf ahren zur Verfugung. 

Die mit den erf indungagema&en Nukleinsauremolekiilen hybrid! - 
sierenden Molekule umfaesen auch Fragmente, Derivate und 

10 allelische Varianten der oben beschriebenen DNA-Molekiile, die 
eine Ozon- responsive Sequenz, in aktiver oder inaktivierter 
Form, enthalten oder die sich gerade dadurch auszeichnen, dafi 
sie diese Sequenz nicht mehr aufweisen, Der Ausdruck "Derivat" 
bedeutet in diesem Zusammenhang, dafi die Sequenzen dieser 

15 Molekule sich von den Sequenzen der oben beschriebenen Nuklein- 
sauremolekiile an einer oder mehreren Positionen unterscheiden 
und einen hohen Grad an Homologie zu diesen Sequenzen aufwei- 
sen. Homologie bedeutet dabei eine Sequenzidentitat von mindes- 
tens 40%, insbesondere eine Identitat von mindestens 60%, 

20 vorzugsweise liber 80% und besonders bevorzugt uber 90%. Die 
Abweichungen zu den oben beschriebenen Nukleinsauremolekiilen 
konnen dabei durch Deletion, Addition, Substitution, Insertion 
oder Rekombination entstanden sein. 

25 Bei den Nukleinsauremolekiilen, die homolog zu den oben 

beschriebenen Molekulen sind und Derivate dieser Molekule dar- 
stellen, handelt es sich in der Regel urn Variationen dieser 
Molekule, die Modif ikationen darstellen, die dieselbe biolo- 
gische Funktion ausviben. Es kann sich dabei sowohl urn natiir- 

30 licherweise auftretende Variationen handeln, beispielsweise um 
Sequenzen aus anderen Organismen, oder um Mutationen, wobei 
diese Modif ikationen auf natiirliche Weise aufgetreten sein 
konnen oder durch gezielte Mutagenese eingefuhrt wurden. Ferner 
kann es sich bei den Variationen um synthetisch hergestellte 

3 5 Sequenzen handeln. Bei den allelischen Varianten kann es sich 
sowohl um natxirlich auftretende als auch um synthetisch 
hergestellte oder durch rekombinante DNA-Techniken erzeugte 
Varianten handeln. 
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Zur Vorbereitung der Einfiihrung fremder Oene in hohere Pflanzen 
bzw. deren Zellen atehen eine grofio Anzahl von Klonierungs- 
vektoren zur Verfugung, die ein Replikationsaignal fur Ej. coli 
und ein Markergen zur Selektion tranaf ormierter Bakterienzellen 
5 enthalten. Beiapiele fur derartige Vektoren Bind P BR322, pUC- 
Serien. M13mp-Serien, P ACYC184 uew. Die gewiinschte Sequenz kann 
an einer pasaenden Restriktionaachnittstelle in den Vektor 
eingefuhrt warden. Das erhaltene Plaamid wird fur die Transfor- 
mation von Ej. coli-Zellen verwendet. Tranaf ormierte E_j_ coli- 

10 Zellen warden in einem geeigneten Medium gezuchtet und 

anschlleSend geerntet und lysiert. Daa Plaamid wird wieder- 
gewonnen. Ala Analyaemethode zur Charakterisierung der 
gewonnenen Plasmid-DNA werden im allgemeinen Restriktions- 
analyaen, Gelelektrophoreaen und weitere biochemisch- 

15 molekularbiologiache Methoden eingeaetzt. Nach jeder Manipu- 
lation konnen die Plasmid-DNA geapalten und gewonnene DNA- 
Fragmente mit anderen DNA-Sequenzen verkniipft werden. Jede 
Plasmid-DNA-Sequenz kann in den gleichen oder anderen Plasmiden 
kloniert werden. 

20 

Fur die Einfuhrung von DNA in eine pflanzliche Wirtazelle 
atehen eine Vielzahl bekannter Teehniken zur Verfugung, wobei 
der Fachmann die jeweils geeignete Methode ohne Schwierigkeiten 
ermitteln kann. Diese Teehniken umfaaaen die Transformation 

25 pflanzlicher Zellen mit T-DNA unter Verwendung von Aoro- 
bacterium tumefaciena oder Aqrobacterium rhizoaeneB als 
Tran8formationsmittel, die Fusion von Protoplaaten, den 
direkten Gentransfer isolierter DNA in Protoplaaten, die 
Elektroporation von DNA, die Einbringung von DNA mittels der 

30 bioliatischen Methode sowie weitere Mogliohkeiten. Dabei konnen 
sowohl stabile als auch transiente Tranaf ormanten erzeugt 
werden. 

Bei der Injektion und Elektroporation von DNA in Pf lanzenzellen 
35 werden per ae keine speziellen Anf orderungen an die verwendeten 
Plasmide geatellt. Ahnliches gilt fur den direkten Gentranafer. 
Es konnen einfache Plasmide wie z.B. pUC-Derivate verwendet 
werden. Sollen aber aus derartig transf ormierten Zellen ganze 
Pflanzen regeneriert werden, ist die Anwesenheit eines selek- 
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tierbaren Markergens notwendig. Dem Fachmann eind die gangigen 
Selektionemarker bekannt und es stellt fur ihn kein Problem 
dar, einen geeigneten Marker auszuwahlen. Gebrauchliche Selek- 
tionsmarker sind solche, die den transf ormierten Pf lanzenzellen 
5 Resistenz gegeniiber einexn Biozid oder einem Antibiotikum wie 
Kanamycin, G418, Bleomycin, Hygromycin, Methotrexate Glyphosat, 
Streptomycin, Sulf onyl-Harnstof f , Gentamycin oder 
Phosphinotricin u.a. vermitteln. 

10 Je nach Einfuhrungsmethode gewiinschter Gene in die Pflanzen- 
zelle konnen weitere DNA-Sequenzen erforderlich eein. We r den 
z.B. fur die Transformation der Pf lanzenzelle das Ti- oder Ri- 
Plasmid verwendet, so mufc mindestens die rechte Begrenzung, 
haufig jedoch die rechte und linke Begrenzung der im Ti- und 

15 Ri-Plasmid enthaltenen T-DNA als Flankenbereich mit den ein- 
zufiihrenden Genen verbunden warden. 

Werden fur die Transformation Agrobakterien verwendet, mufc die 
einzufiihrende DNA in spezielle Plasmide kloniert werden, und 

20 zwar entweder in einen intermediaren oder in einen binaren 

Vektor. Die intermediaren Vektoren konnen aufgrund von Sequen- 
zen r die homolog zu Sequenzen in der T-DNA sind, durch homologe 
Rekombination in das Ti- oder Ri-Plasmid der Agrobakterien 
integriert werden. Dieses en thai t aufierdem die fur den Transfer 

25 der T-DNA notwendige vir - Region. Intermediare Vektoren konnen 
nicht in Agrobakterien replizieren. Mittels eines Helfer- 
plasmids kann der intermediare Vektor auf Aarobac t erium 
tumef aciens ubertragen werden (Konjugation) . Binare Vektoren 
konnen sowohl in coli als auch in Agrobakterien replizieren. 

3 0 Sie enthalten ein Selektionsmarker-Gen und einen Linker oder 
Polylinker, welche von der rechten und linken T-DNA-Grenzregion 
eingerahmt werden. Sie konnen direkt in die Agrobakterien 
transf ormiert werden (Holsters et al (1978) Molecular and 
General Genetics 163 , 181-187) . Das als Wirtszelle dienende 

35 Agrobakterium soli ein Plasmid, das eine vir-Region tragt, 

enthalten* Die vir -Region ist fur den Transfer der T-DNA in die 
Pf lanzenzelle notwendig. Zusatzliche T-DNA kann vorhanden sein. 
Das derartig transf ormierte Agrobakterium wird zur Transfor- 
mation von Pf lanzenzellen verwendet. 
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Die Verwendung von T-DNA fur die Transformation von Pflanzen- 
zellen ist intensiv untersucht und ausreichend in EP 120 515; 
Hoekema in: The Binary Plant Vector System, Of f setdrokkeri j 
Ranters B.V., Alblasserdam (1985) Chapter V; Fraley et al 
5 (1993) Crit. Rev. Plant. Sci., 4, 1-46 und An et al (1985) EMBO 
J. 4, 277-287 beschrieben worden. 

Fur den Transfer der DNA in die Pf lanzenzelle konnen Pflanzen- 
Explantate zweckmafiigerweise mit Aarobacterium tumefaciena oder 

10 Aarobacterium rhizoaenes kultiviert werden. Aus dem infizierten 
Pf lanzenmaterial (z.B. Blattstucke, Stengel segment e, Wurzeln, 
aber auch Protoplasten oder Suspensions -kultivierte Pflanzen - 
zellen) konnen dann in einem geeigneten Medium, welches Anti- 
biotika oder Biozide zur Selektion transf ormierter Zellen ent- 

15 halten kann, wieder ganze Pflanzen regeneriert werden. Die 

Regeneration der Pflanzen erfolgt nach lib lichen Regenerations - 
methoden unter Verwendung bekannter Nahrmedien. Die so erhal- 
tenen Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen konnen dann auf Anwesenheit 
der eingeftihrten DNA untersucht werden. Andere MSglichkeiten 

20 der Einfuhrung fremder DNA unter Verwendung des biolistischen 
Verfahrens oder durch Protoplasten-Transf ormation sind bekannt 
(vgl. z.B. Willmitzer L. (1993) Transgenic Plants, in: 
Biotechnology, A Multi-Volume Comprehensive Treatise (H.J. 
Rehm, G. Reed, A. Puhler, P. Stadler, eds.) Vol. 2, 627-659, 

25 V.C.H. Weinheim - New York - Basel - Cambridge). 

Wahrend die Transformation dikotyler Pflanzen bzw. deren Zellen 
uber Ti-Plasmid-Vektorsysteme mit Hilfe von Aarobacterium 
tumefaciens wohl etabliert ist, weisen neuere Arbeiten darauf 

3 0 hin, dafi auch monokotyle Pflanzen bzw. deren Zellen der 

Transformation mittels Agrobacterium -basierender Vektoren sehr 
wohl zuganglich sind (Chan et al (1993) Plant Mol. Biol. 22, 
491-506; Hiei et al (1994) Plant J. 6, 271-282; Deng et al 
(1990) Science in China 33, 28-34; Wilmink et al (1992) Plant 

35 Cell Reports 11, 76-80; May et al (1995) Bio/Technology 13, 

486-492; Conner und Domiss (1992) Int. J. Plant Sci. 153 , 550- 
555; Ritchie et al (1993) Transgenic Res. 2, 252-265). 
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Alternative Systeme zur Transformation von monokotylen Pflanzen 
bzw. deren Zellen sind die Trans forma tionen mittels des 
biolistischen Ansatzes (Wan und Lemaux (1994) Plant Physiol. 
104, 37-48; Vasil et al (1993) Bio/Technology 11, 1553-1558; 
5 Ritala et al (1994) Plant Mol . Biol. 24, 317-325; Spencer et al 
(1990) Theor. Appl . Genet. 79, 625-631), die Protoplasten- 
Trans formation, die Elektroporation von partiell 
permeabilisierten Zellen, die Einbringung von DNA mittels 
Glasfasern. 

10 

Die transformierten Zellen wachsen innerhalb der Pflanze in der 
ublichen Weise (siehe auch McCormick et al (1986) Plant Cell 
Reports 5, 81-84) . Die resultierenden Pflanzen konnen normal 
angezogen werden und mit Pflanzen, die die gleiche transfor- 
15 mierte Erbanlage oder andere Erbanlagen besitzen, gekreuzt 
werden. Die daraus entstehenden hybriden Individuen haben die 
entsprechenden phanotypischen Eigenschaf ten. 

Es sollten zwei oder mehrere Genera tionen angezogen werden, um 
20 sicherzustellen, dafi das phanotypische Merkmal stabil beibehal- 
ten und vererbt wird. Auch sollten Samen geerntet werden, um 
sicherzustellen, dafi der entsprechende Phanotyp oder andere 
Eigenarten erhalten geblieben sind. 

25 Ebenso konnen nach ublichen Methoden transgene Linien bestimmt 
werden, die fur die neuen Nukleinsauremolekxile homozygot sind 
und ihr phanotypieches Verhalten hinsichtlich einer vorhandenen 
bzw. nicht vorhandenen Ozon-Responsivitat untersucht und mit 
dem von hemizygoten Linien verglichen werden. 

30 

Selbstverstandlich konnen Pf lanzenzellen, die die erfindungs- 
gemafien Nukleinsauremolekxile enthalten, auch als Pf lanzenzellen 
(einschliefilich Protoplasten, Kalli, Suspensionskulturen u.a.) 
weiterkultiviert werden. 

35 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung der erf indungsgemafien Nukleinsauremolekxile oder 
Telle dieser Molekxile bzw. der reversen Komplemente dieser 
Molekiile zur Identif izierung und Isolierung homologer Molekiile, 
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die Ozon-responsive Elemente umfassen aus Pflanzen oder anderen 
Organismen. Fur die Definition dee Begriffes -Homologie" siehe 



oben 



5 Die nachfolgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der 
Erf indung. 



10 BEISPIELE 
Beisoiel 1; 

Konstruktion der 5' -Deletionen dee Vstl-Promotors als ODS- 
15 Fusionskonstrukte in dem binaren Vektor pPCV002 

Der im folgenden als Promotor bezeichnete 5' -nicht-kodierende 
Sequenzbereich des Vetl-Gens aus Weinrebe besteht aus 1570 
Basenpaaren. Dieser Promotor, dessen Sequenz u.a. aus der 
20 deutschen DE 41 07 396 und Fischer (1994) supra bekannt ist, 
wurde mit Hilfe einer herkommlichen Polymerase-Ketten-Reaktion 
unter Verwendung der folgenden Oligonukleotide als Primer und 
dem das vollstandige Vstl-Gen enthaltende Plasmid pVstl (DE-A- 
41 07 396; Fischer (1994) supra ) als Template amplif iziert: 

25 

5'- CCCCAAGCTT CCCCGGATCA CATTTCTATG AGT -3' (Primer 1, 
SEQ ID NO: 2) 

5'- CGCGGATCCT CAATTGAAGC CATTGATCCT AGCT -3' (Primer 2, 
SEQ ID NO: 3) . 

30 

Die PCR-Reaktion wurde nach dem Protokoll von Perkin Elmer 
(Norwalk, USA) unter Verwendung der Nativen Taq DNA Polymerase 
von Perkin Elmer durchgefiihrt . Das unter ublichen PCR-Bedingun- 
gen amplif izierte DNA- Fragment wurde anschliefiend mit den 
35 Restriktionsenzymen Hindlll (diese Restriktionsschnittstelle 
ist am 5'-Ende von Primer 1 enthalten) und BamHI (diese 
Restriktionsschnittstelle ist am 5'-Ende von Primer 2 enthal- 
ten) nachgeschnitten und zusammen mit dem BamHI /EcoRI -Fragment 
aus dem Vektor pBI101.2 (Jefferson (1987) Plant Mol. Biol. 
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Reporter 5, 387-405) , welches das 0- Glucuronidase- Report ergen 
(GUS, uidA) aue E_j. coli zusammen mit dem Terminationssignal des 
nos-Gens aus Aj, tumefacim, enthalt, iiber die Hiadlll- und 
EeoRI-Restriktionaschnittstellen des pUC18-Polylinker in das 
5 pUClB-Plasmid (Yanisch-Perron et aj^. (1985) Gene 33, 103-119, 
erhaltlich z.B. von Boehringer Mannheim) subkloniert. Samtliche 
Klonierungsschritte warden unter Verwendung gangiger molekular- 
biologischer Teehniken und Hilfsmittel durchgefuhrt (z.B. 
Sambrook et aL (1989) supra.) ; Restriktionsenzyme und andere 

10 fur die Klonierungen eingesetzte Enzyme wurden von Boehringer 
Mannheim bezogen. Der resultierende pUC-Klon (pUC-Vstl/GUS) 
enthalt somit eine Translations fusion des Vstl-Promotors mit 
dem GUS-Gen, in der die ersten fiinf STS-Codons im Leserahmen 
iiber eine lamHI-Schnitts telle mit dem GUS-Gen verbunden sind. 

15 Der Sequenzbereich des Fusionsubergangs sowie die Sequenz des 
Vstl-Promotors wurden mit Hilfe der enzymatischen Kettenab- 
bruch-Methode (Sanger et al^. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
74, 5463-5467) unter Verwendung des T7 -Sequencing-Kit von 
Pharmacia (Freiburg) auf ihre Richtigkeit iiberpruft. 

20 Die Klonierung der 5' -Deletionsmutanten in dem binfiren Vektor 
PPCV002 (Koncz and Schell (1986) Mol. Gen. Genet. 201, 383-396) 
wird im folgenden erlautert. Dabei wurden in den meisten FSllen 
pUC18-Subklone als Zwischenvektoren verwendet, da das kleinere 
pUC-Plasmid im Vergleich zu den relativ grofien binaren Vektoren 

25 leichter zu handhaben ist. 

Die Plasmidbezeiehnungen ergeben sich aus der ungefahren Lange 
des jeweiligen Promotorf ragments , gerechnet vom Transkriptions- 
atart, der sich 73 Basenpaare entfernt vom Startkodon befindet 
(Hain et al^. (1993) supra ; Fischer (1994) supra ) . Die fur die 

30 schrittweise Verkiirzung des Vstl-Promotor verwendeten Restrik- 
tionsschnittstellen sind auch in Abbildung 1 schematisch ange- 
geben . 

- pl500GUS: Das Hindi II/ EcoRI - Fragment , das den vollstandigen 
STS-Promotor zusammen mit dem GUS-Gen enthalt, wurde aus dem 
35 oben beschriebenen Plasmid pUC-Vstl/GUS isoliert und zwischen 
die Restriktionsschnittstellen Hindi I I und EcoRI in den 
Polylinker von pPCV002 eingefiigt. 
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- pl060OTS: Ein 1130 Bp -Promo tor fragment wurde iiber die 
Restriktionsschnittotellen BamHI und Ssd I aus pUC-Vstl/GUS 
isoliert und in BamHI/iiincII-lineariBierten pUC18 kloniert 
(-> pUC1130) . Anschliefiend wurde das GUS-Gen ala BamHI /EcoRI - 

5 Fragment aus pUC-Vstl/GUS isoliert und zwischen die BamHI- und 
die EcoRI -Schnittstelle von pUC1130 kloniert. Schliefilich wurde 
die Fusion uber einen Hindlll/EcoRl-Doppelverdau isoliert und 
uber die gleichen Schnittstellen in den Polylinker von pPCV002 
eingefugt . 

10 - p930CTS: Das 1,0 kb-Promotorf ragment wurde uber die 

Reetriktionsenzyme BamHI und Hindi aus pUC-Vstl/GUS isoliert 
und iiber die gleichen Restriktionsschnittstellen in den 
Polylinker von pUC18 eingefugt (-> pUClOOO) . Danach erfolgte 
die Klonierung analog zu pl060GUS. 

15 - p740GUS: Das ca. 1,6 kb lange Hindi 1 1 /BamHI- Promo tor fragment 
wurde aus dem Plasmid pUC-Vstl/GUS isoliert und mit dem 
Restriktionsenzym Dral verdaut. Das resultierende 810 Bp. lange 
BamHI/Drai-Fragment wurde anschliefiend uber die Restriktions- 
schnittstellen BamHI und Hindi in pUC18 kloniert (-> pUC810) . 

20 Anschliefiend wurde das GUS-Gen als BamHI/EcoRI- Fragment aus 
pUC-Vstl/GUS isoliert und zwischen die BamHI- und die EcoRI - 
Schnitts telle von pUC810 kloniert. Schliefilich wurde die Fusion 
iiber einen Hindlll/EcoRI-Doppelverdau isoliert und iiber die 
gleichen Schnittstellen in den Polylinker von pPCV002 

25 eingefugt. 

- p5 BOGUS: pUC-Vstl/GUS wurde mit dem Restriktionsenzym Aflll 
verdaut und die iiberhangenden 5'-Enden mit Klenow-Enzym (von 
Boehringer Mannheim; dNTPs ebenfalls von Boehringer Mannheim) 
nach Hers teller angaben aufgefullt. Anschliefiend wurde mit dem 

3 0 Restriktionsenzym BamHI nachgeschnitten und das entstandene 
620 Bp -Promo tor fragment in BajaHI/llincII-linearisierten pUC18 
ligiert (-> pUC620) . Danach wurde die Klonierung wie u.a. fur 
pl060GUS fortgefiihrt. 

- pSOOGUS: Ein 570 Bp. langes Promotor fragment wurde iiber einen 
3 5 BamHI /Hael II -Doppelverdau aus pUC-Vstl/GUS isoliert und in 

BamHI/HincII-linearisierten pUC19-Vektor ligiert (-> pUC570) . 
Danach erfolgte die weitere Klonierung wie zur Herstellung von 
u.a. pl060GUS. 
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- p430GUS: Das oben beschriebene Plasmid pUClOOO wurde unter 
Verwendung des Restriktionsenzyms SnaBI linearisiert und xnit 
Hindi nachverdaut. Anschliefiend wurde der linearisierte Vektor 
religiert, wodurch die 500 Basenpaare des Promoters zwischen 

5 -930 und -430 deletiert wurden (-> pUCSOO) . Die weitere 
Klonierung verlief wie fur pUC1060GUS. 

- p280GUS: pUC-Vstl/GUS wurde mit dem Restriktionsenzym Ban ll 
verdaut, die uberhangenden Enden mit Klenow-Enzym aufgefiillt 
und der linearisierte Vektor mit dem Restriktionsenzym BamH I 

10 nachverdaut. Nach der Xsolierung des 350 Bp. langen blunt 

end /BamHI- Promo tor fragment es wurde die Klonierung in Analogie 
zu pl060GUS fortgefxihrt. 

- pl40GUS: Der oben beschriebene pUC-Subklon pUC620 wurde mit 
den Restriktionsenzymen Nsi l und PstI verdaut und der 

15 linearisierte Vektor anschliefiend gereinigt und religiert. Dies 
resultierte in der Deletion der Promoters equenz en von -550 
bis -140 (-> pt7C210) . Anschliefiend wurde das GUS-Gen als 
Bam HI / Eco RI- Fragment aus pUC-Vstl/GUS isoliert und zwischen 
die Bam HI- und die EcoRI -Sennit ts telle von pUC1130 kloniert. 

20 Schliefilich wurde die Fusion uber einen Hin dlll/ Eco RI- 

Doppelverdau isoliert und uber die gleichen Schnittstellen in 
den Polylinker von pPCV002 eingefiigt. 

- p40GUS: Das 110 Bp- Promo tor fragment wurde zusammen mit dem 
GUS-Gen durch einen Nhel/EcoRI-Doppelverdau aus pUC-Vstl/GUS 

25 isoliert und das Fragment anschliefiend in Xba l/ Eco RI- 
linearisierten pPCV002 kloniert. 

- pAGUS: Das Konstrukt plSOOGUS wurde mit dem Restriktionsenzym 
BamHI verdaut und der gereinigt Vektor anschliefiend religiert. 
Durch die Bam HI -Sennit ts telle, die der Vektor pPCV002 

3 0 naturlicherweise in seiner multiplen Klonierungsstelle neben 
der Hindlll-Schnittstelle enthalt (Koncz and Schell (1986) 
supra ) wurde auf diese Weise das gesamte Promotorf ragmant 
eliminiert ♦ 

- p35SGUS: Die Fusion des 35S RNA Promoters aus Cauliflower 
3 5 Mosaic Virus mit dem GUS-Gen, die als positive Kontrolle 

diente, wurde als Hindi II -Fragment aus dem Express ionsvektor 
pRT99GUS (Topfer et aL (1988) Nucleic Acids Research 16. 8725) 
isoliert und in die multiple Klonierungsstelle von pPCV002 
eingefiigt. 
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Beispiel 2; 

Pflanzenmaterial, Pflanzentrans formation und Regeneration 
5 transgener Pflanzen 

Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SRI (Maliga et a3U (1973) 
Nature New Biol. 244, 29-30) wurde als sterile Sprofikultur auf 
hormonfreiem 1/2 LS-Medium (Linsmaier and Skoog (1965) Physiol* 

10 Plant 18, 100-127) mit 1% Saccharose bei 26 C C, 3000 Lux und 
einer 16-etundigen Photoperiode kultiviert. In Abstanden von 
6-8 Wochen wurden Sprofiabschnitte auf frisches LS-Medium umge- 
setzt. Fur die Transformation von Blattscheiben mit Agrobac- 
terium tumefaciens (Horsch et al^ (1985) Science 227, 1229- 

15 1231) wurden 2-3 cm lange Blatter von sterilen Sprofikultur en in 
Scheiben von 1 cm Durchmesser gestanzt und mit einer Suspension 
von Agrobakterien (ca. 10 9 Zellen/ml YEB - Medium) , die eines der 
oben genannten Plasmidkonstrukte enthielten, fur 5 min. inku- 
biert. Die infizierten Blattstiicke wurden auf hormonfreies LS- 

20 Medium fur 2-3 Tage bei 26°C gehalten. W&hrend dieeer Zeit 
uberwuchsen die Bakterien die Blattsegmente, die anschliefiend 
in flussigem LS-Medium ohne Hormone gewaschen und auf LS-Medium 
mit Kanamycin (75 /xg/ml; Sigma, Munchen) , Cefotaxim (500 jil/ml; 
Hoechst, Frankfurt) und Benzylaminopurin (BAP, 0,5 mg/1; 

25 Duchefa, Haarlem, Niederlande) gelegt wurden. Nach 2-3 Wochen 
waren trans formierte Sprosse sichtbar, die auf hormonfreiem LS- 
Medium mit 75 fig/ml Kanamycin und 100 ^tg/ml Cefotaxim bewurzelt 
wurden . 

30 Die fur die Transformation der Tabakblattstiicke eingesetzten 
Agrobakterienkulturen wurden wie folgt hergestellt. Zunachst 
wurden die oben beschriebenen pPCV002-Derivate in den coli 
Mobilieierungsstamm S17-1 (Simon et al. (1983) Bio/Technology 
1, 784-790) eingebracht. Dabei erfolgten die Herstellung 

35 kompetenter S17-1 EU coli-Zellen sowie die Transformation der 
kompetenten Zellen mit den entsprechenden Plasmiden nach Taketo 
(1988) Biochem. Biophys . Acta 949 , 318-324 bzw. Hanahan (1983) 
J. Mol. Biol. 166 , 557-580. Anschliefiend wurden der coli- 
Stamm S17-1, den jeweiligen binaren Vektor enthaltend, und der 
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Aqrobacterium tumefaciens-Stantm GV3101 C58C1 Rif r pMP90RK 
(Koncz and Schell (1986) supra ) in entsprechenden Medien bis 
zur OD 5B0 = 1,0 angeziichtet. Fur die Anzucht der coli- 
Bakterien wurde herkommliches YT-Medium (Miller (1972) 
5 Experiments in Molecular Genetics. Cold Spring Harbor 

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York; Bacto-Tryptone 
0,8% (w/v), Yeast-Extract 0,5% (w/v) , NaCl 0,5% (w/v) , pH 7,0) 
bei 37 °C und fur die Anzucht der A^ tumef aciens -Bakterien 
wurde YEB-Medium (Beef -Extract 0,5% (w/v), Yeast-Extract 0,1% 

10 (w/v), Bacto-Peptone 0,5% (w/v), Saccharose 0,5% (w/v), MgSO« 
2 mM, pH 7,2) bei 28 °C eingesetzt. Fur die anschliefiende 
Konjugation wurden die Bakterien bei 1500 x g fur 5 min. 
abzentrifugiert und zweimal in frisch angesetzter 10 mM MgS0 4 - 
Losung gewaschen. Anschlie&end wurden Donor (EL coli) und 

15 Akzeptor (A^ tumef aciens ) im Verhaltnis 1:1 gemischt und auf 
eine YEB-Agarplatte getropft. Nach 16-stundiger Inkubation bei 
28 °C wurde der Bakterientropf en mit 10 mM MgS0 4 - Losung 
abgespult und 10 a -, 10* 1 - und 10" 4 -Verdunnungen auf YEB- 
Selektionsplatten ausplattiert . Aus einer Einzelkultur wurde 

20 bei 28 °C eine fur die Transformation von JL. tabacum verwendete 
Agrobakterienkultur gezuchtet. 

Die transgenen Tabaksprosse, die jeweils eine der oben 
beschriebenen Vstl -Promo tor /GUS-Fusionen enthielten, wurden 

25 steril uber Sprofikultur vermehrt, teilweise in Erde uberfuhrt 
und im Gewachshaus unter normal en Bedingungen (22 °C, 60% 
relative Luf tf euchtigkeit , ca. 15.000 Lux) bis zur Blute 
kultiviert. Die Bluten wurden durch Pergamenttuten vor Fremd- 
bestaubung geschiitzt und reife Samenkapseln mit Samen der Fl- 

30 Generation nach 4-6 Wochen geerntet. Fur biologische Tests im 
Gewachshaus wurde der Samen der Fl -Generation auf LS -Medium mit 
75 fig/ml Kanamycin ausgelegt. Dies erfolgte unter sterilen 
Bedingungen direkt aus der Kapsel oder nach Oberflachen- 
sterilisation (1. kurzes Waschen mit sterilem Wasser; 2. 2 min. 

35 Inkubation in 70% Ethanol; 3. 10 min. Inkubation in 3% NaOCl 
(13% aktives Chlor) ; 4. dreimaliges Waschen mit Wasser; 5. 
Trocknung im Laminarstrom der Sicherheitswerkbank) . Nach ca. 2- 
wochiger Kultivierung auf LS-Medium mit 75 pig/ml Kanamycin bei 
25-26 °C, 2000-3000 Lux und 60% Luftfeuchte waren kanamycin- 
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resistente Tabakkeimlinge und kanamycinsensitive Tabakkeimlinge 
eindeutig zu unterscheiden. Resistente Keimlinge zeigten im 
Oegensatz zu sensitiven Keimlingen ausgepragtes Primarwurzel- 
wachstum. Aufierdem waren nur hier nach 2 Wochen neben den 
5 Kotyledonen auch die Primarblatter zu erkennen. In dieaem 

"Vierblatt stadium" wurden die resistenten Fl -Keimlinge in Erde 
fiber fiihrt, abgehartet und unter geeigneten Bedingungen 
weiterkultiviert . 

10 

Beispiel 3 : 

Pf lanzenanzucht, Ozonbehandlung und Blatternte 

15 Fur die anschlieftende Ozonbehandlung wurden transgene, kana- 
mycinresistente Tabakkeimlinge zunachst von Agarplatten in 
Blumentdpfe mit einem 2:1-Gemisch von Standardsubstrat (Typ T / 
Fruhstorfer / Lauterbach) mit Perlit uberfiihrt und fur 3 Wochen 
in einer Klimakammer mit einem 12 h-Tag/Nacht-Zyklus, 15.000 

20 Lux, 25 °C-Tagestemperatur, 20 ° C -Nach t temper a tur # 65-70% 
Luftfeuchte und gefilterter Luft inkubiert. 

Die Tabakpf lanzen wurden anschliefiend einem einzigen Ozonpuls 
fur 10 h ausgesetzt und dann in Schadstof f -f reier, gefilterter 
Luft fur 2-14 h inkubiert. Samtliche Begasungsexperimente 

25 wurden in geschlossenen Plexiglas-Boxen, die in die Klimakammer 
gestellt wurden, unter den angegebenen Klimabedingungen 
durchgefiihrt. Die Ozon-Behandlungen begannen immer \im 9.00 Uhr 
morgens uber den Tageszyklus hinweg. Das Ozon wurde durch 
elektrische Entladxing in trockenem Sauerstoff gewonnen. Die 

3 0 Dosierung und Analysen wurden unter Computer -Kontrolle 

durchgefiihrt (Langebartels et al. (1991) Plant Physiol. 95, 
882-889). Die Tabakblatter einer Pflanzen wurden von der Spitze 
der Pflanze aus nach unten gezahlt und in die Blattnummern 1-10 
klassif iziert, wobei das 1. Blatt eine Grofie von mindestens 8 

3 5 cm aufwies. Die Tabakblatter (klassif iziert von 1-10) wurden zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn der Ozonbehandlung 
einzeln in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C 
gelagert . 
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Beispiel 4: 

0-Glucuronidase-Aktivi tats test 

5 Die fluorometrische Analyse der GUS-Enyzmaktivitat wurde strong 
nach Jefferson (1987) supra bzw. Jefferson et al. (1987) EMBO 
J. 6, 3901-3907 unter Verwendung von 4 -Methyl -umbellif eryl- 
glucuronid (MUG, Sigma, Miinchen) durchgefxihrt . Die Konzentra- 
tion des Produktes 4-Methylumbellif eron (MU) wurde mit einem 
10 Fluoreszenzphotometer (Perkin Elmer LS-2 B Filterf luorimeter) 
in einer Quarz-Durchf lufckuvette gemessen. Die GUS-Aktivitat in 
Pflanzenextrakten wurde in pmol MU x mg 1 x min 1 berechnet. Die 
Proteinkonzentration in den Tabakblattextrakten wurde nach 
Bradford (1976) Analyt. Biochem. 72, 248-254 bestimmt. 

15 

In parallel durchgefxihrten Experimente mit Ozon-behandelten 
Weinpflanzen und anschliefienden Northern Blot Analysen konnte 
gezeigt we r den, dafi eine Begasung mit 0,2 ^1/1 und 0,4 fil/1 
Ozon in einer betrachtlichen Induktion der STS-Genexpression 

20 auf mRNA-Ebene resultiert. Aus diesem Grund sollten STS-Gene 
aus Weinrebe besonders gut fur die Identif izierung Ozon- 
responsiver DNA-Elemente geeignet sein. Es sei an dieser S telle 
erwahnt, dafc bislang solche Gene, die eine signif ikante, 
zuverlassig mefibare Ozon- Induktion in Ozon-behandelten Pflanzen 

25 im Vergleich zu unbehandleten Pflanzen erkennen lassen, nicht 
zur Verfiigung stehen. 

Um den Einflufi von Ozon auf Promotorebene analysieren zu 
konnen, wurden Fl-Tabakpf lanzen (11 Woehen alt) der stabil 

30 transformierten Tabaklinie, die die das Vstl- Promoter /GUS- 
Fusionskonstrukt mit der vollstandigen Promotorregion 
(plSOOGUS) enthalt, in Ozonbega stings experiment en eingesetzt. 
GUS-Enzymaktivitaten wurden f luorometrisch in Rohextrakten von 
Blattern, die zu verschiedenen Zeitpunkten wan rend einer 10- 

3 5 stiindigen Ozonbegasung mit verschiedenen Ozonkonzentrationen 
(0,1 /il/1 Ozon, 0,2jil/l Ozon bzw, 0,4 jil/1 Ozon) und einer 14- 
stundigen Postinkubationsphase in schadstof f f reier Luft 
geerntet wurden, bestimmt. Die in Abbildung 2 dargestellten 
Ergebnisse zeigen einen raschen durch Ozon induzierten Anstieg 
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der GUS-Aktivitat im Vergleich zu Kontrollpf lanzen, die nur in 
schadstoff freier Luft gehalten wurden. Danach verursachte die 
Behandlung mit 0,1 ^1/1 Ozon eine 11-fache Induktion und die 
Behandlung mit 0,2 bzw. 0,4 /il/l Ozon sogar eine bis zu 25- 
5 fache Induktion der durch den STS-Promotor kontrollierten 
Expression des GUS-Geno 12 h nach Beginn der Ozon -Behandlung. 

Pur die Identif izierung von cis-regulatorischen Sequenzen, die 
fur die beobachtete starke Ozoninduktion des STS-Promotors 

10 verantwortlich sind, wurden die transgene Tabaklinien, die die 
oben beschriebenen 5' -Deletionen des Vstl-Promotors in Fusion 
mit dem bakteriellen GUS- Reporter gen enthalten, als unabhangige 
FO-Pf lanzen in Ozonbegasungs experiment en analysiert. Die 
Primarregnerate wurden fur mehrere Monate in Sterilkultur 

15 kultiviert und uber Sprofikultur vermehrt. Ebenso wurden Fl- 
Tabakpf lanzen (11 Wochen alt) dieser stabilen Transf ormanten 
auf Ozon-induzierte GUS -Express ion untersucht. 

Die transgenen Tabakpf lanzen wurden fur 10 h mit 0,1 jil/1 Ozon 

20 behandelt und anschliefiend fur weitere 2 h in schadstoff freier 
Luft inkubiert. Die GUS-Aktivitat wurde in Rohextrakten von 
mittelalten Blattern bestimmt und mit der Enzymaktivitat in 
unbehandelten Kontrollpf lanzen verglichen. Die Ergebnisse der 
f luorometrischen Analyse der GUS-Enzymaktivitaten sind in 

25 Tabelle 1 dargestellt. Wahrend die GUS-Aktivitat mit zunehmen- 
der Verkiirzung der Promotorregion von -1500 auf -430 sowohl in 
Ozon-behandelten Testpflanzen als auch in unbehandelten 
Kontrollpf lanzen in einer leichten Abnahme der Ozon- Induktion 
resultiert (Induktionsf aktor sinkt von ca. 12 (-1500) auf ca. 

30 10 (-430)), bewirkt die zusatzliche Deletion des Promotor- 
bereichs zwischen -430 und -280 eine drastische Reduktion der 
GUS -Express ion in Ozon-behandelten Testpflanzen. Wahrend 
Pflanzen, in denen das GUS-Gens unter Kontrolle des -430-5'- 
Deletionspromotors steht, eine 10-fache Ozon- Induktion 

3 5 gegemiber den Kontrollpf lanzen zeigen, ist in Pf lanzen, in die 
Expression des GUS-Gens durch den kiirzeren - 280- 5 ' -Deletions- 
promotor kontrolliert wird, lediglich eine maximal 2 -fache 
Induktion der GUS-Expression durch Ozon zu beobachten. 
Demzufolge enthalt der Promotorbereich des Vstl-Gens aus 
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Weinrebe, der die Basenpaare -430 bis -280 umfafct cis-aktive 
Elemente, die fur eine ausgepragte Ozon-induzierte Expression 
des STS-Gens essentiell sind. 

5 Diese Ergebnisse wurden in Pf lanzenzellen, die die obigen 

Konstrukte enthalten und in pflanzlichen Zellkulturen geziichtet 
wurden, bestatigt. 
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ABBILDUNQKN und TABELLEN 



Abb il dung 1: 

5 Reetriktionekarte der Vstl-Promotor/GUS-Tranelationefueion in 
dem Plaemid pUC-V B tl/GUS . Das Plaemid enthalt eine 
Tranelationefueion dee Vetl-Promotore aua der Weinrebe mit dem 
GUS-Gen aue coli. Die fiir die K lonierung der 5'- 
Deletionemutanten benutzten Restriktioneechnittatellen eind 
10 eingezeichnet. nos ter = Terminationaeignal des 
Nopalinaynthaaegens aua Agrobact.r^,. tufflefaclena. 

Abb il dung 2: 

15 dlHus T dUrCh VStl - P — *ontrollierten Induktion 

ZnZlT r 8X ° n tran89enen F1 - Tab ^P"-ze„, die eine 
Tranelationafuexon dea GUS-Oena mit den, volletandigen Vstl- 
Promotor aua Weinrebe enthalten (plSOOGUS, , durch verachiedene 
Ozonkonzentrationen. sonxeaene 

20 TaL^l-tr iVl r ten fl "™*"«* i- Rohextrakten von 

20 Tabakblattern (Blatt-Nr. 4, „ach Jefferson (1987), a^pra, 

dr'^;/" VerSOhiedenen ^rntezeitpunkte ergeben aich aua 
der Abbildung. Nach der 10-etiindigen Ozonbehandlung erfolgte 
eine 14-atundige Poetinkubation der Tabakpf lanzen in achad- 
stofffreier Luft. Kontrollpf lanzen wurden nur in achadatoff- 
freier Luft (ohne Ozonbegaaung) gehalten. n = 3 oder 4; Mittel- 
werte ± Standardf ehler ; eamtliche Teata wurden ala Doppelver- 
euche durchgefuhrt . 

Tabelle 1: 

30 GUS-Enzymaktivitaten wurden f luorometriech in Proteinextrakten 
von mittelalten Blattern von Ozon-behandelten (♦) und unbehan- 
delten (-) unabhangi gen Tabaktranaf onnanten beatiirant. 
Die tranagenen Tabaklinien enthalten verachiedene 5' -Deletionen 
dea Vatl-Promotora in Fuaion mit den, bakteriellen GUS- 

35 Reportergen. FO-Tranaf ormanten und Fl-Pflanzen (11 Wochen alt) 
wurden fiir 10 h mit 100 nl/1 Ozon begaat und anachliefiend fiir 2 
h in achadatoff freier Luft postinkubiert . Mittelwerte ± stan- 
dardf ehler; samtliche Analyaen wurden ala Doppelverauche 
durchgefiihrt. 
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Vstl-Promotor 
5' -dcletiert 
bia Position 


untersuchte 
unabhangige , 
transgene 

TaHa* Irl j n i 


i — 

GOS-Enzym 
tpmol MU mi.a x 

♦ Ozon 


aktivitit 
ag"' Protein 

- Ozon 


' Induktlon*- 
f akcor 


10 


-1500 


1(F1) 


735 ± 100 


63 ± 7 


11.7 




-740 


2(F1) 


388 ± 59 


30 ±5 


1Z9 




-550 


3(F0) 
2(F1) 


126 ±13 
173 ±25 


15±3 


A ft f 

10.5 
11.5 


± j 


-500 


5(F0) 


148 ±52 


15±6 


9.9 




-430 


6(F0) 


141 ±38 


14 ±4 


10.0 


20 


-280 


6(F0) 
2(F1) 


22±4 
30±3 


13±3 
15±3 


1.7 
ZO 




-140 


2(F0) 
3(F1) 


12 ±0.2 
24 ±3 


8±3 
15±3 


1.5 
1.6 




-40 


3(F1) 


24 ±2 


15 ±3 


1.6 


25 


+70 












KF1) 


3.5 ±1 


3.5 ±1 


1.0 
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TaJbelle 1: 

GUS-Enzyxnaktivitaten wurden f luorometrisch in Proteinextrakten 
von mittelalten Blattern von Ozon-behandelten (+) und unbehan- 
5 delten (-) unabhangigen Tabaktransf ormanten bestimmt. 

Die transgenen Tabaklinien enthalten verachiedene 5' -Deletionen 
des Vstl-Promotors in Fusion roit dem bakteriellen GUS- 
Reportergen. FO - Trans f ormanten und Fl-Pflanzen {11 Wochen alt) 
wurden fur 10 h mit 100 nl/1 Ozon begast und anschliefiend fur 2 
10 h in schadstof f freier Luft postinkubiert . Mittelwerte ± Stan- 
dardfehler; samtliche Analysen wurden als Doppelversuche 
durchgef iihr t . 



15 



20 



30 



35 



Vetl-Promotor 

5 ' -del aH arf 

bis Position 


untersuchte 
unaonangige , 
transgene 
Tabaklinien 


GOS-Enxyau 
[pmol HU mJLn' 1 

+ Ozon 


iktivitat 
ag" 1 Protein. 

- Ozon 


Inductions - 
faktor 


-1500 


1(F1) 


735 ±100 


63 ±7 


11.7 


-740 


2(F1) 


388 ±59 


30 ±5 


12.9 


-550 


3(F0) 


126 ±13 


12±3 


10.5 




2(F1) 


173 ±25 


15±3 


11.5 


-500 


5(F0) 


148 ±52 


15±6 


9.9 


-430 


6(F0) 


141 ±38 


14 ±4 


10.0 


-280 


6(F0) 


22 ±4 


13±3 


1.7 




2(F1) 


30 ±3 


15±3 


ZO 


-140 


2(F0) 


12 i 0.2 


8±3 


1.5 




3(F1) 


24 ±3 


15±3 


1.6 


-40 


3(F1) 


24 ±2 


15 ±3 


1.6 


+70 


KF1) 


3.5 ±1 


3.5 ±1 


1.0 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: GSF - Forschungszentrum fuer Umwelt und 

Gesundheit GmbH 

(B) STRASSE: Ingolstaedter Landstr. 1 

(C) ORT: Oberschleissheim 

(E) LAND : Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 85764 

(A) NAME: Bayer AG 

(B) STRASSE: Bayerwerk 

( C ) ORT : Leverkusen 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 51368 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Ozon- Induzierte Genexpression in 
Pf lanzen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 3 

(iv) COMPUTER- LES BARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAEGER : Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETR I EBS SYSTEM : PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAENGE: 161 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS : Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

ACTTTTCGAG CCCCTTGAAC TGGAAATTAA TACATTTTCC ACTTGACTTT TGAAAAGGAG 60 

GCAATCCCAC GGGAGGGAAG CTGCTACCAA CCTTCGTAAT GTTAATGAAA TCAAAGTCAC 120 

TCAATGTCCG AATTTCAAAC CTCANCAACC CAATAGCCAA T 161 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LAENGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS : Sonstige Nucleinsaeure 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CCCCAAGCTT CCCCGGATCA CATTTCTATG AGT 33 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAENGE : 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Sonstige Nucleinsaeure 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
CGCGGATCCT CAATTGAAGC CATTGATCCT AGCT 



34 
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ANSPRUCHE 

5 

1. Die pflanzliche DNA-Sequenz: 

ACTTTTCGAG CCCCTTGAAC TGGAAATTAA TACATTTTCC ACTTGACTTT 
TGAAAAGGAG GCAATCCCAC GGGAGGGAAG CTGCTACCAA CCTTCGTAAT 
GTTAATGAAA TCAAAGTCAC TCAATGTCCG AATTTCAAAC CTCANCAACC 
10 CAATAGCCAA T. 

2. DNA-Sequenz gemaS Anspruch 1, die aus Weinrebe (Vitis 
vinif era ) stammt. 

15 3- DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 oder 2, die in dem 

Stilbensynthase-Gen Vstl nattirlicherweise enthalten ist und den 
Basenpaaren -270 bis -430 entspricht. 

4. Promoterregion des Stilbensynthasegens Vstl aus 
20 Weinrebe, der mindestens die DNA-Sequenz gem&S Anspruch 1 

fehlt. 

5. Promoterregion gemafc Anspruch 4, die nur den 
Sequenzbereich von Translationsstart bis Basenpaar -270 umfafit. 

25 

6. Promoterregion gemaS AnBpruch 4 oder 5, die noch eine 
Pathogen- induzierte Genexpression in Pf lanzenzellen vermittelt. 

7. Chimare Nukleinsauremolekiile, in die die DNA-Sequenz 
30 gemafi Anspruch 1 oder mindestens ein Fragment davon eingefiihrt 

wurde . 

8. Chimare Nukleinsauremoleliile gemafi Anspruch 7, die 
eine Ozon-induzierbare Expression der in ihnen enthaltenen 

35 kodierenden Regionen in Pflanzen ermoglichen. 

9. Vektoren, welche die DNA-Sequenz, eine Promoterregion 
oder ein chimares Nukleinsauremolekiil gemafi einem der 
vorangehenden Anspriiche, oder Teile davon enthalten. 
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10. Transgene Pflanzen, die die DNA-Sequenz, eine 
Promoterregion oder ein chimares Nukleinsauremolekule gemafi 
einem der vorangehenden Anspriiche oder eine davon abgeleitete 
DNA-Sequenz enthalten, eowie Teile dieser Pflanzen und deren 

5 Vermehrungsmaterial, wie Protoplasten, Pf lanzenzellen, Kalli, 
Samen, Knollen oder Stecklinge, usw. , sowie die Nachkommen 
dieser Pflanzen. 

11. Transgene Pflanzen, die aufgrund des Fehlens der (im 
10 natiirlichen Zustand vorhandenen) DNA-Sequenz 

ACTTTTCGAG CCCCTTGAAC TGGAAATTAA TACATTTTCC ACTTGACTTT 
TGAAAAGGAG GCAATCCCAC GGGAGGGAAG CTGCTACCAA CCTTCGTAAT 
GTTAATGAAA TCAAAGTCAC TCAATGTCCG AATTTCAAAC CTCANCAACC 
CAATAGCCAA T 

15 oder aufgrund des Fehlens mindestens eines Fragmentes davon 
keine Ozon- induzierbare Expression des nattirlicherweise Ozon- 
induzierbaren Gens mehr aufweisen. 



12. Pflanzen gemafi Anspruch 11 , in denen die Ozon- 
20 induzierbare Expression von Krankheitsresistenzgenen stark 
reduziert ist. 



13. Pflanzen gemafi Anspruch 11 oder 12, in denen die 
Ozon- induzierbare Expression von Stilbensynthasegenen, 

25 insbesondere des Vstl-Gens aus Weinrebe stark reduziert ist. 

14. Pflanzen gemafi Anspruch 10, in denen aufgrund der 
Einfuhrung der DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 oder mindestens 
eines Fragmentes davon eine Ozon- induzierbare Genexpression 

30 eines nattirlicherweise nicht tiber diese DNA-Sequenz verfugenden 
Gens stattfinden kann. 



15. Pflanzen gemafi Anspruch 14, in denen Ozon- 
induzierbare Expression von solchen Genen stattfinden kann, 
3 5 deren Genprodukte in Pf lanzenzellen in der Lage sind, reaktive 
Sauerstof f spezies zu entgiften. 
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16. Pflanzen gemafi Anspruch 14 oder 15, in denen Ozon- 
induzierbare Expression von Katalaae- oder Superoxiddismutaee- 
Genen etattfinden kann 



5 



17. Pflanzen gemafi Anspruch 14. in denen Ozon- 
induzierbare Expression von Reportergenen stattfinden kann. 

18. Dikotyle Pflanzen gemafi einem der Anspruche 10 bis 

17, insbesondere Nutzpf lanzen, wie Sojabohne, Raps, Tomate, 

10 Zuckerriibe, Kartoffel, Baumwolle, Tabak, sowie Zierpflanzen 
oder Baume. 

19. Monokotyle Pflanzen gemafi einem der Anspruche 10 bis 
17, insbesondere Getreide wie Hafer, Weizen, Roggen, Gerste, 

15 Reis, Hirse oder Mais. 

20. Transgene Pf lanzenzellen, einschliefilich Proto- 
plasten, die die DNA-Sequenz, eine Promoterregion oder ein 
chimares Nukleinsauremolekiile gemafi einem der Anspruche 1 bis 9 

20 oder eine davon abgeleitete DNA-Sequenz enthalten. 

21. Pf lanzenzellen, einschliefilich Protoplasten, die 
aufgrund dee Fehlens der (im naturlichen Zustand vorhandenen) 
DNA-Sequenz 

25 ACTTTTCGAG CCCCTTGAAC TGGAAATTAA TACATTTTCC ACTTGACTTT 
TGAAAAGGAG GCAATCCCAC GGGAGGGAAG CTGCTACCAA CCTTCGTAAT 
GTTAATGAAA TCAAAGTCAC TCAATGTCCG AATTTCAAAC CTCANCAACC 
CAATAGCCAA T 

oder aufgrund des Fehlens mindestens eines Fragmentes davon 
30 keine Ozon- induzierbare Expression des natiirlicherweise Ozon- 
induzierbaren Gens mehr aufweisen. 

22. Pf lanzenzellen gemafi Anspruch 20, in denen aufgrund 
der Einfuhrung der DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 oder mindestens 

35 eines Fragmentes davon eine Ozon- induzierbare Genexpression 

eines natiirlicherweise nicht iiber diese DNA-Sequenz verftigenden 
Gens stattfinden kann. 
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23. Verfahren zur Erzeugung transgener Pflanzen bzw. 
Pflanzenzellen, in denen die Ozon-induzierbare Expression von 
naturlicherweise Ozon-induzierbaren Abwehrgenen durch Deletion 
der DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 oder mindestens eines 

5 Fragmentes davon in dem Abwehrgen, das diese DNA-Sequenz oder 
eine davon abgeleitete DNA-Sequenz naturlicherweise enthalt, 
stark reduziert bzw. ausgeschaltet wird. 

24. Verfahren gemafi Anspruch 23, in denen die Ozon- 
10 induzierbare Expression von Stilbensynthasegenen stark 

reduziert bzw. ausgeschaltet wird. 

25. Verfahren gemafi Anspruch 23 oder 24, in denen die 
Ozon-induzierbare Expression des Vstl-Gens aus Weinrebe stark 

15 reduziert bzw. ausgeschaltet wird. 

26. Verfahren zur Erzeugung transgener Pflanzen bzw. 
Pf lanzenzellen, in denen ein oder mehrere Gene, deren 
Expression naturlicherweise nicht oder nicht wesentlich durch 

20 Ozon induziert wird, aufgrund der Einfiihrung der DNA-Sequenz 
gemafi Anspruch 1 oder mindestens eines Fragmentes davon durch 
Ozon induzierbar sind. 

27. Verfahren gemafi Anspruch 26, in denen ein oder 

25 mehrere Katalase- und/oder Superoxiddismutase-Gene durch Ozon 
induzierbar sind. 

28. Verfahren gemafi Anspruch 26, in denen ein oder 
mehrere Reportergene durch Ozon induzierbar sind. 

30 

29. Verfahren zur Beseitigung der Ozon-Induzierbarkeit 
von naturlicherweise Ozon-induzierbaren Abwehrgenen, die die 
DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 oder eine davon abgeleitete DNA- 
Sequenz naturlicherweise enthalten, durch Deletion oder 

3 5 Inaktivierung der DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 oder mindestens 
eines Fragmentes davon* 

30. Verfahren gemafi Anspruch 29, in dem das Gen ein 
Stilbensynthase-Gen ist. 
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31. Verfahren gemafi Anspruch 29 oder 30 , in dem das Gen 
das Vstl-Gen aus Weinrebe ist. 

32. Verfahren zur Erzeugung von Ozon-induzierbarer 

5 Merkmalsauspragung in transgenen Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen 
durch Einfiigen der DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 oder mindestens 
eines Fragmentes davon in solche Gene, die naturlicherweise 
nicht oder nicht wesentlich durch Ozon induzierbar sind. 

10 33, Verwendung der DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 oder 

eines Fragmentes davon zur Auffindung Ozon-responsiver 
Sequenzbereiche in pflanzlichen Genen. 

34. Verwendung der DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 oder 
15 eines Fragments davon zur Erzeugung ozon-induzierbarer 

Merkmalsauspragung in transgenen Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen. 

35. Verwendung der DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 oder 
eines Fragments davon zur Erzeugung von Pflanzen gemafi Anspruch 

20 17, die ale Biomonitoren zur quantitativen und/oder qualitati- 
ven Bestimmung von Ozon-Konzentrationen eingesetzt werden 
konnen . 

36. Verwendung der Promotorregion gemafi einem der 

25 Anspruche 4 bis 6 zur Erzeugung erhohter pathogen- aber nicht 
ozon-induzierbarer Krankheitsresistenz in transgenen Pflanzen. 



30 
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high-throughput single-nucleotide polymorphism (SNP) 
screening via comparative DNA resequencing and, sub- 
sequently, used for large-scale parallel genotyping of 
SNPs. 



2. Materials and methods 

2.1. Sample preparation and labeling for SNP 
screening and genotyping 

Human DNA sequences to be screened for SNPs 
were amplified either by genomic PCR or by RT-PCR 
[22], As described by Wang et al. [13], ca. 2-2.5 ug 
PCR products were purified with Qiaquick strips or 
blocks (Qiagen), and fragmented with 0.2 units DNase 
I (Promega) at 37°C for 15 min. The fragmented DNA 
was labeled with terminal deoxynucleotidyl transferase 
(TdT) in a 40 ul reaction at 37°C for 1 h: 15 units TdT 
(GibcoBRL Life Technology), 12.5 uM biotin-N6- 
ddATP (DuPont NEN), 10 mM Tris-acetate (pH 7.5), 
10 mM magnesium acetate, 50 mM potassium acetate. 

Human SNPs to be assayed for genotyping were 
amplified and labeled with biotin as described in Wang 
et at. [13]. 

2.2. Chip hybridization 

The labeled sample was denatured at ca. 96°C for 6 
min and snap-cooled on ice for 2-5 min. The probe 
array (i.e. the chip) was pre-wetted with 6 x SSPET (0.9 
M NaCl, 60 mM NaH 2 P0 4 , 6 mM EDTA (pH 7.4), 
0.005% Triton X-100) and then hybridized with 195 ul 
hybridization solution at 44°C for 15 h on a rotisserie 
at ca. 40 rpm: 3 M tetramethylammonium-chloride 
(TMACl), 10 mM Tris-HCI (pH 7.8), 1 mM EDTA, 
0.01% Triton X-100, 100 ug/ml herring sperm DNA, 
450 pM denatured target DNA sample, 200 pM control 
oligonucleotide. 

2.3. Post -hybridization washing and staining 

The probe array was washed on a fluidics station 
(FS400, Affymetrix), three times with 1 x SSPET and 
then 10 x with 6 x SSPET at 22°C, followed by stain- 
ing at room temperature with 195 ul staining solution 
on a rotisserie for 8 min at ca. 40 rpm: 2 ug/ml 
streptavidin R-phycoerythrin (Molecular Probes), 0.5 
mg/ml acetyiated BSA, 6 x SSPET. After staining, the 
probe array was washed 10 x again with 6 x SSPET at 
22°C on the FS400. 

2.4. Array scanning 

The probe array was scanned on the GeneArray 
scanner (HP G2500A, Hewlett-Packard) at ca. 60 pixels 



per probe cell (or feature) with a 570 nm filter [8]. Once 
the scan was completed, a grid was aligned on the 
scanned image and a digitized intensity table was gener- 
ated for each of the probe features on the chip. 



3. Results 

3.1. Marker discovery 

Human SNPs are expected to occur in the genome 
once per 300 nucleotides. Though the majority of these 
are rare variations occurring at a few percent or less in 
the population, informative SNPs with heterozygosity 
>20% are expected to occur once per kilobase [13]. 
Comparative DNA sequencing among a small number 
of individuals can reveal a large number of highly 
informative biallelic polymorphisms [23]. A straight- 
forward sequencing analysis of 1 139 human STSs (279 
kilobases) was embarked upon to compare genomic 
DNA of several unrelated individuals in parallel using 
standard gel-based DNA sequencing methodologies. 
This led to the identification of 279 candidate SNPs 
[13]. 

However, a high-throughput method for SNP discov- 
ery was sought both in the development of a large set of 
genetic markers and in the screening of DNA polymor- 
phisms in genes of interest. High-density oligonucle- 
otide arrays have been used for the detection of 
mutations in genes or genomes of interest, such as HIV 
reverse-transcriptase and protease [11], human mito- 
chondrial DNA [8] and BRCA1 [10,12]. In all these 
cases, a variant detector array (VDA) has been used. 

Fig. I shows a small section of a VDA for a human 
STS. Within the VDA, each column of four probes 
corresponds to the four bases substituted at the se- 
quence position indicated, centered at the 13th position 
in a 25-mer (the 12 nucleotide flanking upstream and 
the 12 nucleotide flanking downstream are identical). 
Each column progressing rightward shifts the center 
and the endpoints of the oligonucleotide probe through 
the reference sequence used to design the array. The 
perfect-match probe corresponding to the reference se- 
quence lights up with a stronger signal relative to the 
intensity of the three mismatch probes. Primers were 
designed to PCR-amplify the genomic DNA sequence 
from this region. The PCR product was purified, la- 
beled and hybridized to the array. The top scan (Fig. 
1(A)) shows hybridization to the VDA with labeled 
target from wild-type genomic DNA (homozygous G): 
the sequence in this region can be clearly read. In the 
bottom scan (Fig. 1(B)), the labeled target is amplified 
from an individual with a homozygotic A polymor- 
phism (instead of G) at the indicated position. This 
target is mismatched (at the polymorphic base) to every 
probe surrounding the SNP. Therefore, a drop-off in 
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Abstract 

A 



highly reliable and efficient technology has been developed for high-throughput DNA polymorphism screening and 
large-scale genotyping. Photolithographic synthesis has been used to generate miniaturized, high-density oligonucleotide arrays 
Dedicated instrumentation and software have been developed for array hybridization, fluorescent detection, and data acquisition 
and analysis. Specific oligonucleotide probe arrays have been designed to rapidly screen human STSs. known genes and full-leneth 
cDNAs. This has led to the identification of several thousand biallelic single-nucleotide polymorphisms (SNPs) Meanwhile a 
rapid and robust method has been developed for genotyping these SNPs using oligonucleotide arrays. Each allele of an SNP 
marker is represented on the array by a set of perfect match and mismatch probes. Prototype genotyping chips have been 
produced to detect 400, 600 and 3000 of these SNPs. Based on the preliminary results, using oligonucleotiSe arrays to genotype 
several thousand polymorphic loci simultaneously appears feasible. © 1999 Elsevier Science B.V. All rights reserved. 
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1. Introduction 

In the first decade of the next century, the complete 
DNA sequence of the human genome-three billion base 
pairs-will be fully determined. However, this informa- 
tion will represent only a reference sequence of the 
genome. Each individual genome is expected to vary at 
millions of positions scattered along the 23 pairs of 
chromosomes. Even without complete sequence infor- 
mation for the whole genome, highly reliable and effi- 
cient methods for DNA sequence polymorphism 
detection are valuable, providing direct access to the 
individual genetic information [1-3]. Meanwhile, 
molecular genetic analyses (e.g. whole-genome associa- 
tion studies) require a robust and cost-effective strategy 
for large-scale genotyping [4], 
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High-density oligonucleotide arrays, prepared by 
photolithographic synthesis on an impermeable glass 
substrate, have provided a fast and advantageous sys- 
tem for assaying DNA sequence variation via hy- 
bridization with fluorescent-labeled DNA targets [5-7]. 
Oligonucleotide arrays have already been utilized suc- 
cessfully in efforts to detect mutations and polymor- 
phisms in individual genes, sequence-tagged sites (STSs) 
and genomes of interest [8-13], to monitor expression 
level of hundreds to thousands of genes simultaneously 
in various organisms [14-17], to physically map ge- 
nomic clones into contiguous maps [18], to analyze in 
parallel the selected clones of a 'two-hybrid' screen [19], 
to map crossover points of meiotic recombination and 
replication origins in yeast (Winzeler, Stanford Univer- 
sity, personal communication), to determine the func- 
tion of genes in yeast with sequence-tag directed 
deletion [20], and to specify the genetic identity of 
bacterial pathogens [21]. In this paper, we will review 
how high-density oligonucleotide arrays can be used for 
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